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RESUMO

Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B, sdo bactérias em forma de
cocos, dispostas predominantemente em cadeias, Gram positivas, catalase e oxidase
negativas. Podem residir comensalmente nos tratos gastrointestinal e geniturinario de
humanos, mas apresentam potencial de desencadear infec¢des graves. Em neonatos,
€ um dos motivos mais relevantes de morbidade e mortalidade. As manifestacbes da
doenca podem variar entre sepse, pneumonia e meningite. O polissacarideo capsular
representa o mais relevante fator de viruléncia e determina a classificacdo dos 10
sorotipos ja descritos. Este trabalho configura um recorte de um estudo mais amplo,
cujo objetivo foi determinar a prevaléncia dos sorotipos de 34 cepas de Streptococcus
agalactiae isoladas de gestantes colonizadas no municipio de Vitéria da Conquista —
BA. Foram utilizadas as técnicas moleculares de sorotipagem, via PCR multiplex e
eletroforese em gel. O sorotipo la foi 0 mais prevalente 44,11% (15/34), seguido pelos
sorotipos Ib, 26,47% (9/34) e 1l, 8,82%, (3/34). O sorotipo IX foi 0 menos prevalente
2,94%, (1/34). Cepas nao tipaveis representarm 17,64% (6/34). Este estudo
apresentou os primeiros dados de distribuicdo e prevaléncia de sorotipos de SGB no
municipio que fortalece os dados ja encontrados da prevaléncia de coloniza¢do nas
gestantes e o perfil de sensibilidade, auxiliando de modo significativo os gestores
locais na tomada de decises para implementacdo de acdes que minorem a
transmissao vertical deste microrganismo, corroborando ainda para diminuicdo de

impactos na saude e na economia do municipio.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, viruléncia, sorotipo, PCR.



ABSTRACT

Streptococcus agalactiae or group B streptococci (GBS), are Gram positive, catalase
and oxidase negative bacteria in the form of cocci, arranged predominantly in chains.
They reside commensally in the gastrointestinal and genitourinary tracts of humans,
with the potential to trigger serious infections. In neonates, it is one of the most relevant
causes of morbidity and mortality. The manifestations of the disease can vary between
sepsis, pneumonia and meningitis. The capsular polysaccharide represents the most
relevant virulence factor and determines the classification of the 10 serotypes already
described. The present paper is an excerpt of a larger study, with the objective of
disclosing the prevalence of serotypes of 34 strains of Streptococcus agalactiae
isolated from colonized pregnant women in the county of Vitoria da Conquista - BA.
Molecular serotyping techniques were used, via multiplex PCR and gel
electrophoresis. Serotype la was the most prevalent 44.11% (15/34), followed by
serotypes Ib, 26.47% (9/34) and 11, 8.82%, (3/34). Serotype 1X was the least prevalent
2.94%, (1/34). Non-typable strains represented 17.64% (6/34) of the sample. This
study presented the first data on the distribution and prevalence of GBS serotypes in
the county, which strengthens the data already found on the prevalence of colonization
in pregnant women and their sensitivity profile. These results also significantly assist
local managers in making decisions to implement actions that reduce the vertical
transmission of this microorganism, further corroborating to the reduction of impacts

on the health and economy of the county.

Keywords: Streptococcus agalactiae, virulence, serotype, PCR.
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1. INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (SGB), sao bactérias
em forma de cocos, Gram positivas, imdveis, anaerdbias facultativas, catalase e
oxidase negativas. Compdem a microbiota humana, podendo residir comensalmente
nos tratos gastrointestinal e geniturinario (KONEMAN et al., 2018). Apesar disso,
apresenta potencial para desencadear infeccdes graves, podendo estar associado a
uma ampla variacao de infec¢des, o que a aloca dentro do rol de agentes infecciosos
importantes para os humanos, sobretudo neonatos (FURFARO, CHANG; PAYNE,
2018; SIQUEIRA 2017).

Quando ocorre doenca pelo SGB em neonatos, pode ser classificada em:
inicio precoce, cuja manifestacéo acontece na primeira semana de vida e, inicio tardio,
sendo manifestada apés uma semana até trés meses de vida (FURFARO, CHANG;
PAYNE, 2018).

A aquisi¢cdo de doencas de inicio precoce pode ocorrer no Utero em virtude da
aspiracao do liquido amnidético contaminado ou durante o parto. As manifestacées da
doenca podem variar entre sepse, pneumonia, meningite e artrite séptica. Nas
doencas de inicio tardio prevalece a bacteremia vinculada a meningite (EDWARDS;
BAKER 2018). Shabayek e Spellerberg (2018) complementam que em caso de
sobrevivéncia a meningite, as criancas poderdo apresentar sequelas neuroldgicas
cronicas, incluindo convulsdes, comprometimento cognitivo, perda auditiva e cegueira

em até 50% dos casos.

A colonizacdo materna por SGB, tem sido apontada como a causa mais
associada a infeccdo neonatal e com risco primario para a transmissao perinatal,
podendo avancar para quadro infeccioso grave, com estimativa de 10% para
mortalidade e 30% a 50% para complicacbes neuroldgicas (SHUNMING LI et al.,
2018; FEUERSCHUETTE, 2018).

Dessa forma, as infeccbes causadas por SGB constituem um problema de
saude publica (SIQUEIRA, 2017; SILVA et al, 2015). Acbes preventivas contra
infeccdo em neonatos tem sido implementadas desde 1990. As primeiras diretrizes
publicadas pelo Center for Diseases Control and Prevention (CDC), nos Estados
Unidos, pautadas em duas estratégias: determinacdo dos fatores de risco e

rastreamento de cultura de secrecéo vaginorretal em gestantes entre a entre 352 e 372
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semanas. Revisbes de 2002 e 2010, sugeriram screening universal no terceiro
trimestre de gestagcédo com o estabelecimento de padrdes para coleta e transporte da

amostra, indicacéo de antimicrobianos e profilaxia.

A adocdo de medidas para identificagdo de mulheres com risco de
transmissdo e a implementacédo de antibioticoterapia profilatica podem diminuir o risco
de infeccdo em até 78% dos neonatos (SIQUEIRA 2017).

Frente a esta situagao, estudos tém sido realizados sobre o SGB, abordando
prevaléncia de colonizagdo em gestantes, resisténcia aos macrolideos e prevaléncia
de sorotipos do microrganismo (ANDRADE et al, 2017; BOLUKAOTO et al, 2015;
BOTELHO et al, 2018; DUTRA et al, 2014; GENOVESE et al, 2020; GIZACHEW et al,
2019; KUNZE et al, 2011).

Estudo executado em Portugal, com 212 gestantes, estabeleceu prevaléncia
de colonizacdo de 16% (TORRES, 2012). Na Coréia, estudo envolvendo 150
gestantes indicou prevaléncia de colonizacdo de 17,3% (LEE et al, 2018). Em
Camardes, a colonizacéo foi de 14% em 100 mulheres gravidas (NKEMBE et al, 2018)
e na Sérvia, 15% para 1233 gestantes analisadas (GAJIC et al., 2019).

No Brasil, a prevaléncia de colonizacdo também foi registrada e as taxas
variaram da seguinte forma: 26,2% no Rio de Janeiro (BOTELHO et al., 2018); 38,6%
em Santa Catarina (FEUERSCHUETTE, 2018); 14,37% no Distrito Federal
(SIQUEIRA, 2017) e 20% em Campinas (ANDRADE et al., 2017). No municipio de
vitéria da Conquista, um estudo piloto identificou uma prevaléncia de 17,4%
(OLIVEIRA et al., 2013) e o estudo principal confirmou os dados apontando
prevaléncia de 18,1% (SANTANA et al., 2020).

No que concerne aos estudos brasileiros sobre resisténcia aos antibitticos,
investigacdes realizadas no Rio de Janeiro demonstraram cepas de SGB resistentes
ao cloranfenicol (5%), clindamicina (5%) e eritromicina 14% (BOTELHO, et al, 2018).
Em Vitoria da Conquista-BA, as cepas de SGB isoladas foram resistentes a
clindamicina (18,8%) e eritromicina (25%) (SANTANA et al, 2020). Estudos em outros
paises como Coréia e Espanha evidenciaram resisténcia a eritromicina entre 19,1% a
20,7% e resistentes a clindamicina entre 17,6 % a 33,3%. Um aspecto relevante em
um desses estudos € que a resisténcia a macrolideos foi indicada como estando
relacionada aos sorotipos Ill e V de SGB (LOPEZ, et al, 2018; LEE et al, 2018).
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Os sorotipos de SGB séo determinados pelo polissacarideo capsular (CPS) e
consistem no mais relevante fator de viruléncia. Imperi e colaboradores (2010)
pontuou dez variantes antigénicas ja identificadas, caracterizando os sorotipos la, Ib,
I, 1, 1v, V, VI, VII, VIl e IX. Feuerschuette (2018) ressalta que os sorotipos la, Ib, I,
Il e V séo indicados como os mais infectantes. O sorotipo la € isolado com mais
frequéncia em amostras de gestantes assintométicas, o sorotipo Ill € o mais
prevalente em doencas de neonatos, sobretudo meningite e sepse, sendo
responsavel por mais da metade das infec¢cdes neonatais induzidas pelo SGB e; o
sorotipo V sobressai em quadros de infec¢gbes em adultos. (FEUERSCHUETTE, 2018;
FIOLO, 2011; SCHAECHTER, 2002).

No Brasil, foi relatada maior prevaléncia dos sorotipos la, Il e b,
respectivamente (FEUERSCHUETTE, 2018; BOTELHO et al, 2018; SIQUEIRA, 2017,
ANDRADE et al., 2017; SOARES et al., 2013; SIMOES et al., 2007).

Os sorotipos de SGB podem ser determinados por método convencional como
aglutinacdo pelo latex, ou através de métodos moleculares, como PCR multiplex,
técnica mais sensivel e especifica (ANDRADE et al, 2017). Técnicas de
sequenciamento para classificacdo de SGB também ja foram descritas (SHABAYEK;
SPELLERBERG, 2018).

A classificacdo dos sorotipos tem um vasto fim epidemiolégico em face a sua
patogenicidade. Nesse sentido, a compreensdo dos diferentes sorotipos em uma
populacdo possibilita a implementacdo de medidas profilaticas e terapéuticas mais
especificas e adequadas, além de auxiliar no desenvolvimento de vacinas.
(BOTELHO et al., 2018; ANDRADE et al., 2017; KHATAMI et al., 2019).

Considerando este contexto, estudos demonstraram prevaléncia relevante de
colonizacdo materna pelo SGB no municipio de Vitoria da Conquista-BA. Em 2013,
um estudo piloto observou uma prevaléncia de colonizacdo em gestantes de 17,4%
por SGB o que indicou a necessidade do desenvolvimento de um estudo maior
vislumbrando justificar a implementacdo de protocolos de rastreio de SGB no
municipio (OLIVEIRA, et al, 2013). Em 2020, duas vertentes de investigagao,
vinculadas a um estudo maior intitulado “Streptococcus agalactiae: prevaléncia, perfil
de sensibilidade, e comparacdo de métodos para identificacdo, em cepas isoladas de

gestantes atendidas nas unidades basicas de saude de Vitéria da Conquista — BA,
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foram realizadas (OLIVEIRA et al, 2020, SANTANA et al., 2020). Na publicacdo mais
recente, a prevaléncia de colonizacdo em gestantes foi de 18,1% (OLIVEIRA et al.,
2020).

A terceira vertente explorada nesse estudo consistiu em realizar a
sorotipagem das cepas de SGB que foram isoladas das gestantes, incluidas no estudo
supracitado, com a finalidade de caracterizar geneticamente os sorotipos com o
escopo de garantir um conjunto completo de informacdes acerca da dinamica do SGB
no binbmio méae-filho em Vitéria da Conquista, podendo proporcionar aos gestores
locais subsidios concretos para nortear a tomada de decisdes para implementacao de
acOes que minorem a transmissao vertical deste microrganismo corroborando ainda

para diminui¢do de impactos na saude e ha economia do municipio.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Consideracdes gerais sobre 0 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (SGB) podem crescer
disposto em pares ou pequenas cadeias quando observados em amostras clinicas e
cadeias mais longas quando observados em cultura. Apresenta melhor crescimento
quando cultivados em atmosfera enriquecida com 5% de CO2. (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2015). Edwards e Baker (2018) indicam que, em &gar sangue de
carneiro, as colonias possuem diametro entre com 3 a 4 mm e colora¢do branco-

acinzentadas.

A classificacdo soroldgica de algumas espécies de estreptococos, realizada
por Rebecca Lancefield, estabeleceu um sistema de agrupamento considerando os
antigenos de carboidratos e acidos lipoteicoicos da parede celular, diferenciando-as
em grupo A, B, C, D e E (KONEMAN et al., 2018; TRABULSI; ALTERTHUM, 2015).
O SGB é o unico membro do grupo Lancefiled que apresenta o antigeno do grupo B
em sua parede (KONEMAN et al., 2018). Além disso, podem ser classificados de
acordo com o padrdo hemolitico: a-hemoliticos, B-hemoliticos e sem hemdlise (y-
hemoliticos) (MURRAY et al., 2015).

Os primeiros isolados do SGB foram provenientes de leite bovino, no ano de
1887, e tiveram sua vinculacao a mastite bovina. O registro de isolados em secrecfes
vaginais em pacientes assintomaticas, data de 1930 e foi estabelecida sua ligagéo
com sepse e pneumonia puerperal. Apenas em 1970, o SGB foi confirmado como
patdogeno em seres humanos (TRABULSI E ALTERTHUM, 2015).

SGB apresenta a proteina denominada fator CAMP (descrita por Christie,
Atkins e Munch-Petersen) que, na presenca de Staphylococcus aureus, produz
hemolise sinérgia ao ser cultivada em agar sangue (EDWARDS; BAKER, 2018).
Como resultado, € possivel visualizar uma area de hemolise aumentada em forma de

ponta de setas onde ha conjuncéo das duas estrias de crescimento.
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2.2.Viruléncia

As diversas manifestacfes clinicas geradas pelo SGB sdo mediadas pela
adaptacao a diferentes sitios do hospedeiros. Dessa forma, o SGB pode apresentar
fatores de viruléncia que favorecem a colonizagédo, adesao, invasao de barreiras
epiteliais e resisténcia imunologica (OTAGUIRI et al, 2013). De acordo com Dutra e

colaboradores (2014) a viruléncia é considerada complexa e multifatorial.

A maioria dos genes relacionados com a viruléncia sdo responsaveis por
codificar proteinas que estdo associadas com a interacdo hospedeiro/bactéria e
também a patogenicidade do microrganismo. Algumas dessas proteinas e respectivas

funcdes constam no quadro 1:

Quadro 1. Proteinas associadas a viruléncia em SBG.

Proteina Genes Funcao
Ca Bca Aderéncia das células epiteliais
CB Bac Invaséo de células epiteliais e a resisténcia a

depuracdo de fagocitos

Proteina de Imb Medeia a aderéncia do GBS a laminina
ligacdo a humana, facilita a invasdo do SBG no SNC
laminina (LMB) de neonatos
HylB hylB Cliva as cadeias de hialuronato, facilitando a
disseminacdo do GBS pelos tecidos do
hospedeiro

Fontes: Oviedo et al., 2013; Nagao, 2015.

O SGB produz a enzima Cba peptidase que interfere na quimiotaxia dos
neutroéfilos, atrai células inflamatérias e esta envolvida no processo de inflamacao
pulmonar, podendo também atuar como adesina e invasina bacteriana (MURRAY et
al., 2015).

O fator CAMP pode ser considerado um fator de viruléncia em virtude da
capacidade de se ligar as imunoglobulinas G e M, via fragdo Fc (TRABULSI E
ALTERTHUM, 2015).

A parede celular, uma das estruturas que compdem o SGB, é composta por
peptideoglicano, carboidratos, acido teicdico e proteinas. Associado a parede celular,
existe um polissacarideo capsular (CPS), com constituicdo variavel. Os

monossacarideos galactose, glicose, N-acetilglicerina e o acido sidlico (N-
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acetilneuraminico) sdo 0s seus principais integrantes. S&o as caracteristicas
antigénicas do polissacarideo que fundamentam a classificacdo dos sorotipos do SGB
(Ia, Ib, 1I-1X), servem de base para investigacdes de cunho epidemiolégico, estudos
relativos a patogenicidade e desenvolvimento de vacinas. Além disso, o
polissacarideo capsular é indicado como o mais relevante fator de viruléncia,
impedindo a fagocitose e requerendo o desenvolvimento de anticorpos tipo especifico,
limitando a inducéo da resposta inflamatéria e neutralizando a secrecao de citocinas.
(TRABULSI E ALTERTHUM, 2015; MURRAY et al., 2015; NAGAO, 2015). Shabayek
e Spellerberg (2018) enfatizam que o CPS tem papel crucial na evasao imunologica
mediante o mimetismo com os epitopos de carboidrato do hospedeiro. Além disso,
interfere nas vias de defesa dependentes do complemento, atenua a funcao fagocitica
dos neutrdéfilos e facilita a internalizacdo bacteriana e a sobrevivéncia intracelular

dentro das células dendriticas.

Edwards e Baker (2018) apontam proteinas semelhantes a pili como um outro
elemento de constituicdo da superficie celular que contribui para a viruléncia,
auxiliando a aderéncia nas superficies das mucosas e a invasdo. Ressaltam que tal
componente faz parte de todas as cepas provenientes de humanos. Shabayek e
Spellerberg (2018) reiteram que essas estruturas acessorias, constituidas da proteina
pilina, sdo decisivas para adesdo do SGB e despenham papel na colonizacdo de

células epiteliais, formacgéo de biofilme, translocacao e invasao.

Outro fator de viruléncia, que é destacado por Nagao (2015) é toxina que
forma poros nas membranas celulares, chamada B-hemolisina. Essa toxina possui
funcéo citolitica, ocasionando a lise de eritrocitos, favorecendo a invasao, evitando a
morte fagocitaria e, é responsavel pela zona identitaria da p-hemolise, perceptivel

guando a bactéria cresce em meio composto por agar sangue.

2.3. Importancia Clinica e Sorotipos

O SGB representa um dos principais grupos de cocos gram positivos de
importancia clinica (EDWARDS; BAKER 2018). Em adultos, podem ser responsaveis
por infeccOes da pele, dos tecidos moles e do trato urinario, bacteremia, pneumonia,
artrite e endocardite (NAGAO, 2015).
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Em mulheres gravidas, as infec¢des variam desde infecdo urinéria até sepse
e meningite. Além disso, ainda sdo registradas infec¢bes pelo SGB em adultos e
idosos (RAABE; SHANE, 2019; MURRAY et al., 2015; TRABULSI e ALTERTHUM,
2015).

Em neonatos, a aquisicdo de doencgas precoces pode ocorrer no Utero em
virtude da aspiracdo do liquido amnibtico contaminado ou durante o parto. As
manifestacdes da doenca podem variar entre sepse, pneumonia, meningite e artrite
séptica. Nas doencas tardias prevalece a bacteremia vinculada a meningite, e cerca
de 95% dessas infec¢des sdo causadas pelo sorotipo Il do SGB (LIN et al., 2018;
EDWARDS; BAKER, 2018).

Dentre as dez variantes antigénicas ja identificadas (la, Ib, 1l — IX) os sorotipos
la, Ib, II, Il e V sdo indicados como os mais infectantes. O sorotipo la é o isolado com
mais frequéncia em amostras de gestantes assintomaticas, o sorotipo Il é o mais
prevalente em doencas de neonato, sobretudo meningite e sepse, sendo responsavel
por mais da metade das infeccbes neonatais induzidas pelo SGB e; o sorotipo V
sobressai em quadros de infeccBes em adultos (FEUERSCHUETTE, 2018; FIOLO,
2011; SCHAECHTER, 2002).

A distribuicdo e prevaléncia dos sorotipos varia conforme a localizacao
geografica, a origem clinica da cepa e o decorrer do tempo (ANDRADE et al, 2017;
BOTELHO, 2018).

Furfaro e colaboradores (2018) compilaram estudos sobre prevaléncia e
tendéncias gerais dos sorotipos em Varios paises, e os resultados estdo elencados no

quadro 2.

Quadro 2. Prevaléncia e manifestagdes clinicas dos sorotipos em diversos paises.

Sorotipos Apresentacdes clinicas Paises

Colonizagdo e doengca materna, doenca Estados Unidos,

la neonatal, sepse Reino Unido e
Franca, Espanha

Doencas neonatais, colonizagdo materna, Leste da Asia,
Ib colonizac&o de adultos néo gravidas, infec¢des Taiwan, México e

em adultos América do Sul
Doenga materna, infeccbes em adultos, Estados Unidos,

I doencas neonatais, colonizagdo materna, Reino Unido, Franca,
colonizagdo neonatal e sepse. Espanha, Nigéria




21

Doenca neonatal, meningite infantil, infeccdes Africa, Australia Nova

1] invasivas em adultos, colonizagdo materna Zelandia, Franca,
Quénia, Islandia
* Canada, Estados
\Y Unidos e Quénia
Doencga e colonizagdo materna Estados Unidos,
\% Reino Unido, Franca
VI Colonizagao materna Japao e Malasia
Vi Colonizagdo materna e colonizagdo de Gana, India e
neonatos Bangladesh
VI Colonizagdo materna, doenca invasiva em  Jap&o, Dinamarca
adultos ndo gravidas
IX Doengas invasivas em adultos e neonatos, Gana, Suécia

sepse tardia
* Nao foram descritas manifestacées clinicas.

Estudos brasileiros envolvendo a colonizagcdo de gestantes por SGB,
realizados entre 2007 e 2018, demonstraram que 0s sorotipos la, Ib, I, lll foram os
mais prevalentes em Santa Catarina, Rio de Janeiro, Distrito Federal e Sdo Paulo. Os
sorotipos IV — VIII foram menos prevalentes (FEUERSCHUETTE, 2018; BOTELHO et
al., 2018; SIQUEIRA, 2017; ANDRADE, 2017).

Ao analisarem a taxa de infeccao e sorotipos de SGB, originarios de amostras
de neonatos em Campinas (SP), Fiolo e colaboradores (2011), identificaram os
sorotipos la, lll e V em amostras de liquidos biolégicos (sangue e liquor). Além dos
dados brasileiros, a prevaléncia de SGB em neonatos em outros paises como
Alemanha, Espanha e Coréia também foram verificadas. Nesses paises, seguindo a
ordem de maior prevaléncia, foram identificados os sorotipos lll, la, V e Ib (KUNZE et
al., 2011; LOPEZ et al., 2018; LIEBANA-MARTOS, et al., 2014; YOON et al, 2015).
Na Nigéria o sorotipo Il foi 0 mais prevalente (ELIKWU et al., 2016).

2.4. Estratégias de Prevencéao

A profilaxia antimicrobiana intraparto e vacinacdo sao apontadas como
estratégias para a prevencdo de doencas pelo SGB (JOHANSEN et al, 2019).
Moraleda e colaboradores (2018) ressaltam que para o desempenho eficaz dessas
estratégias, é indispensavel a existéncia de sistemas de saude funcionais, que

raramente estdo disponiveis em paises de média e baixa renda.
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Em 2018, o CDC deixou de ser responsavel pela administracédo e atualizacéo
das diretrizes de profilaxia contra SGB, transferindo para o American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) e American Academy of Pediatrics (AAP).
As atualizacdes mais recentes (2020) mantém a triagem universal das gestantes no
pré-natal, coleta e processamento correto do espécimes e implantacdo adequada de
profilaxia antibiética intraparto como medidas essenciais para a prevencao eficaz de

doencéo de inicio precoce por SGB.

2.4.1. Profilaxia antimicrobiana intraparto

De acordo com Lawn e colaboradores (2017), em paises de alta renda com
boa captura de casos e vigilancia laboratorial de rotina, o SGB tornou-se bem
conhecido como causa de mortes infantis, principalmente na primeira semana de vida,
despertando a necessidade de adoc¢do de estratégias de profilaxia. Nos Estados
Unidos, houve declinio na doenca de inicio precoce ap0s a implementacdo desta
estratégia (de 0,37 para 0,23 por 1000 nascidos vivos), considerando o periodo de
2006 a 2015 (NANDURI et al, 2019).

Desde o inicio da implementacéo de acfes que visaram minorar a ocorréncia
de doenca neonatal por SGB, a penicilina tem assumido papel crucial. Até hoje, trata-
se do antibiético de primeira escolha para tratamento dessas infec¢des. A eritromicina,
a clindamicina e vancomicina sdo as alternativas para pacientes alérgicos aos [3-
lactamicos (MURRAY et al., 2015; LOPEZ et al.; 2018).

Quanto a eficacia da profilaxia antimicrobiana intraparto, € dependente tanto
da deteccdo oportuna de gestantes infectadas pelo SGB quanto do perfil de
resisténcia aos antibiéticos das cepas isoladas (GENOVESE et al., 2019). A aquisi¢cao
de informacdes referentes a susceptibilidade favorece o tratamento e reduz o

aparecimento de resisténcia (NKEMBE et al., 2018).

2.4.2. Vacina

A vacinagao materna representa a alternativa mais promissora na prevencao
da infecgéo pelo SGB. Protegendo os neonatos, evita doengas maternas e natimortos,

constutuindo a estratégia preventiva mais eficaz de longo prazo, sustentavel,
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econbmica e que evitaria 0 uso de antibiético. Uma vacina eficaz estimularia a
producdo de anticorpos funcionalmente ativos capazes de atravessar a placenta e
fornecer a protecdo neonatal (LIN et al, 2018; NUCCITELLI et al, 2015; MELIN, 2011).
De acordo com Dzanibe e Madhi (2018) a imunidade adquirida por meio de anticorpos

via placenta reduz o risco de doenca de inicio precoce e tardio em neonatos.

Inicialmente, para o desenvolvimento da vacina foi estabelecido como alvo o
polissacarideo capsular, considerando a sua relevancia na patogénese do SGB (LIN
et al, 2018; MELIN, 2011). As diferencas quimicas e antigénicas que definem os tipos
capsulares estdo envolvidos nos mecanismos de evasdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro (MORALEDA et al, 2018). O grande desafio para sua ciracdo é a
conjugacao das diferentes cepas (COSTA, 2011), havendo necessidade de considerar
as variacoes regionais dos sorotipos que apresentam mudanca na sua distribuicdo ao
longo do tempo em diferentes partes do mundo (MELIN, 2011; FEUERSCHUETTE,
2018).

Estudo randomizado por Madhi e colaboradores (2016) analisou uma vacina
experimental trivalente de SGB (sorotipos la, Ib e 1ll) em mulheres saudaveis gravidas
e nao gravidas. Como principais resultados apresentaram que houve boa tolerancia e
inducado de resposta de anticorpos especificos da capsula. Além disso, a vacinacao

materna elevou a concentracao de anticorpos especificos dos sorotipos nos neonatos.

Vekemans e colaboradores (2019) apresentaram estratégia de conjugacao de
polissacarideo-proteina pelas farmacéuticas GlaxoSmithKline (GSK) e Pfizer no
desenvolvimento da vacina SBG. As vacinas produzidas foram direcionadas aos
principais sorotipos relacionados a doenca neonatal e a vacina conjugada trivalente
(la, 1b e Ill). Ja apresentou seguranca e imunogenicidade favoraveis em mulheres

gravidas e ndo gravidas.

Buurman e colaboradores (2019) avaliaram uma vacina hexavalente
composta pelos sorotipos de SGB mais prevalentes (la, Ib, Il, Ill, IV e V), com
cobertura potencial de 98% dos isolados causadores de doencas invasivas neonatais.

Até 0 momento, 0 ensaio para esta vacina foi realizado em camundongos e macacos.

Kwatra e Madhi (2020) apontaram varias tentativas de desenvolvimento de
vacinas desde as primeiras geracdes das monovalentes até as conjugadas, mas

apesar de todos os esfor¢cos ja empregados, nenhuma vacina licenciada para SGB
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esta disponivel no mercado (LIN et al, 2018). E importante ressaltar que o padr&o ouro
para o licenciamento de uma nova vacina é mediante ensaios randomizados
controlados que demonstrem eficacia contra desfechos clinicos, tais como doenca
invasiva por SGB (KWATRA e MADHI, 2020).

2.5. Resisténcia aos antibidticos e Sorotipos de SGB

De acordo com Gizachew e colaboradores (2019), o uso generalizado da
profilaxia antimicrobiana intraparto como prevencéo de doenca de inicio precoce tem
gerado preocupacao com o surgimento de resisténcia a antibioticos entre os isolados
de SGB. Esse microrganismo permanece susceptivel a penicilina que é a base do
tratamento para doengas invasivas (RAABE, 2019). Entretanto, a resisténcia aos
antibioticos de segunda escolha ja tem sido registrada, impactando na diminuicdo de
alternativas profilaticas para pacientes alérgicas a penicilina (GENOVESE et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2020; SANTANA et al., 2020; MELO et al., 2016; DUTRA et al., 2014).

Foram descritos dois mecanismos de resisténcia a eritrominica e clindamicina.
O primeiro esta relacionado a modificacdo ribossémica codificada pelos genes erm
(ermA e ermB), responsével pelo fenétipo MLSB. O MLSB pode ser indutivel (iMLSB)
ou constitutivo (cMLSB). O segundo mecanismo € um bomba de efluxo mediada pelos
genes mef, responsavel pelo fenétipo M. (SHABAYEK et al.,2014; BOLUKAOTO et
al., 2015).

Estudos brasileiros e internacionais documentaram resisténcia a clindamicina
e/ou eritromicina em isolados dos sorotipos la, Ib, 11, 11, V, VIII e IX (SIQUEIRA, 2017,
NASCIMENTO, 2019; ANDRADE et al., 2017; PINTO et al., 2017; YAN et al., 2016;
LEE et al.,, 2019; KIMURA et al., 2013). Frohlicher e colaboradores (2014)
demonstraram que existe uma associacao entre o sorotipo de SGB e a resisténcia a

clindaminicina e eritromicina.
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2.6. Técnicas utilizadas para identificacdo dos sorotipos

Os sorotipos de SGB podem ser determinados por método convencional como
a aglutinacao pelo latex, ou através de métodos moleculares, como a PCR multiplex,
técnica mais sensivel e especifica para caracterizacdo dos sorotipos (ANDRADE et
al., 2017). A sorotipagem de SGB é mais usualmente efetuada pela aglutinacdo de
latex, por meio de kits comerciais confiaveis e de facil manuseio. Entretanto, esse
meétodo apresenta limitacdes como a impossibilidade de identificar algumas cepas, em
virtude da auséncia ou baixa expressdo do polissacarideo capsular, e chance de
reacoes cruzadas falso-positivas (KHATAMI et al., 2019).

Dentre as técnicas moleculares, Jones e colaboradores (2003) apontaram
uma ferramenta baseada no sequenciamento de nucleotideos, denominada tipagem
de sequéncias multilocus (MLST) para classificacdo de SGB. Foi introduzido um
esquema de tipagem de sequéncia multilocus de sete genes e 0s primeiros estudos
demonstraram que o sorotipo capsular ndo estava vinculado exclusivamente a um tipo
de sequéncia (ST) e evidenciaram gque cepas com 0 mesmo tipo de sequéncia podiam
apresentar sorotipos distintos. Os STs sao agrupados em complexos clonais (CC) ao
compartilhar seis ou sete alelos correspondentes. Com a disponibilidade de dados
MLST foi possivel verificar que cepas de SGB com certos CCs apresentam maior

potencial para causar doencas, enquanto outos abrigam cepas colonizadores.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a prevaléncia e caracterizacdo molecular dos sorotipos de SGB
isolados de gestantes colonizadas atendidas nas unidades basicas de saude do
municipio de Vitéria da Conquista — BA.

3.2. Objetivos especificos

v" Realizar a sorotipagem das cepas SGB isoladas pela técnica de PCR multiplex;

v' Determinar a prevaléncia dos sorotipos;

v Apontar os sorotipos de SGB relacionados com fenétipo e genes de resisténcia
aos antibioticos previamente identificados na primeira fase do estudo maior.



27

4. METODOLOGIA

4.1. Delineamento do Estudo e Amostras

Trata-se de um estudo transversal com abordagem quantitativa. As amostras
incluidas neste trabalho foram provenientes de uma pesquisa maior intitulada
“Streptococcus agalactiae: Prevaléncia, perfil de sensibilidade, e comparagédo de
métodos para identificacdo, em cepas isoladas de gestantes atendidas nas unidades
basicas de satde de Vitoria da Conquista — BA”, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal da Bahia, mediante o nimero de registro CAAE
58104116.8.0000.5556, sob parecer de numero 1.736.058 (ANEXO 1) onde foram
analisadas 210 amostras de secrecéo vaginal/retal de gestantes (32 a 40 semanas de
gestacdo) atendidas em 9 Unidades Béasicas de Saude e houve isolamento de SGB
em 18,1% (n=38). Com os dados obtidos na primeira fase do estudo, duas vertentes
de investigacdes distintas foram realizadas de forma exitosa (OLIVEIRA et al., 2020;
SANTANA et al; 2020). Todos os espécimes de SGB isolados na primeira fase foram
aliquotados e congelados em suspensdo em meio BHI glicerinado a 20% e
depositadas no Laboratorio de Analises Clinicas do Instituto Multidisciplinar em Saude
(IMS) da UFBA. Compondo a segunda fase do estudo e uma terceira vertente de
investigacdo, na presente proposta, os espécimes de SGB foram encaminhados para
caracterizacdo molecular. Entre as amostras disponiveis, 3 foram inviabilizadas em
virtude de contaminacdo por outros microrganismos e 1 por nao apresentar
crescimento em meio de cultivo. Ao final, 34 amostras foram analisadas e compdem
0 universo amostral deste estudo.

Para o desenvolvimento da proposta realizou-se Reacdo em Cadeia da

Polimerase (PCR) multiplex e eletroforese em gel de agarose.

4.2. Processamento das amostras

As amostras foram descongelados a temperatura ambiente, homogeneizadas
e em seguida um volume de 10 ul do conteudo de cada eppendorf foi transferido para
tubos de ensaio contendo 9 ml do meio seletivo Tood-Hewitt BIOMERIEUX® (figura 1),

em seguida foram incubados por 24 horas em temperatura de 35-37°C. ApOs esta
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etapa, realizou-se repique para meio cromogénico CHROMagar™ Orientation,
utilizando técnica de semeadura por esgotamento com alca de platina, sendo em
seguida incubados por 24 horas em temperatura de 35-37°C. ApoOs periodo de
incubacéo, seguindo as orientacdes do fabricante (ANEXO 2), todas as col6nias de
cor azul claro foram certificadas como colénias de SGB (figura 2). Para as amostras
gue ndo cresceram puras em agar cromogénico (figura 3) realizou-se repique das
colénias azul claro em agar chocolate e foram incubadas em atmosfera de 5% de CO:
a 35-37°C por 24 horas (figura 5). Em seguida realizou-se a sorogrupagem para
confirmacao da espécie, utilizando o Kit SLIDEX® Strepto Plus B (BIOMERIEUX). Para
as amostras cujo crescimento ndo apresentou nenhuma col6nia sugestiva de SGB em
meio cromogénico (figura 5) ainda assim, para as col6nias azuis, independente das
tonalidades, foram repicadas em agar chocolate e incubadas em atmosfera de 5% de
CO2 a 35-37°C por 24 horas. Em seguida, realizou-se a sorogrupagem para incluséao
ou exclusdo da amostra. Uma vez realizada a etapa de crescimento em meio de
cultivo, 34 amostras foram certificadas como SBG e encaminhadas para determinacgéo

de sorotipos.

Figura 1- Amostras de SGB incubadas Figura 2- Coldnias de SGB em &agar
no caldo Tood-Hewitt. cromogénico.
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Figura 3- Colonias de SGB (azul claro) e Figura 4- Colénias de SGB em &agar
colbnias sugestivas de Enterococcus Sssp. chocolate.
(azul turquesa) em agar cromogénico.

Figura 5- Colbnias sugestivas de
Enterococcus  ssp. em agar
cromogénico.

4.3. Determinagao dos sorotipos de SGB

Os sorotipos de SGB foram determinados através da técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) multiplex, seguindo o protocolo de Imperi e colaboradores
(2010). A presenca dos sorotipos foi confirmada com amplificagdo de fragmentos de
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DNA, correspondente a cada gene investigado. Para controle das reacfes, foram
utilizadas cepas de referéncia de cada sorotipo.

4.3.1. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fervura (FAN et al., 1995). As
amostras provenientes da cultura foram centrifugadas durante 15 minutos a 1400 rpm.
Em seguida, descartou-se o sobrenadante e em cada eppendorf contendo o pellet
foram acrescentados 100uL de solugéo salina tamponada com fosfato — PBS- (dgua
destilada, NaCl, Na2HPO4, KH2PO4, pH 7,4). As amostras foram novamente
centrifugadas por 15 minutos a 1400 rpm. Esse etapa foi realizada duas vezes. Apés
a centrifugacéo, foi realizado mais um descarte do sobrenadante e o pellet foi
suspenso com 50ul de PBS. A seguir, os eppendorfs foram vedados com parafilm e
colocados no bloco seco a 100°C por 10 min. Apos esse procedimento, 0os eppendorfs
foram acondicionados em gelo por 5 minutos e colocados no freezer. Na etapa
subsequente, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 1400 rpm. Concluida
a centrifugagdo, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para eppendorfs
novos e o pellet foi descartado. Foi feita a analise da concentracéo e qualidade do
DNA através do espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop. As amostras de DNA

extraidas foram armazenadas a -20°C até o momento da PCR.

4.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apos a extracdo do DNA, foi realizada a PCR multiplex, para identificar o
sorotipo de SBG baseado no polissacarideo capsular, mediante o uso de Primers
especificos (quadro 3), sendo que um par destes foi utilizado para controle positivo
interno, correspondendo a uma regiao conservada do gene cpsL (688pb) constituinte
de todos os sorotipos.

A mistura da PCR, com o volume final de 25 pl continha: 2 mM MgClz, 0,2 mM
de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 250 nM de cada primer direto e reverso, tampéao
de Tag polimerase 1X (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 0,3 U de Tag DNA
polimerase e 5 yl do DNA molde. Em seguida a reacéo foi levada ao termociclador e

programado da seguinte forma: desnaturagcéo por 5 minutos a 95° C, seguido de 15
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ciclos de 95°C durante 60 segundos, 54°C durante 60 segundos e 72°C por 2 minutos
e depois por 25 ciclos adicionais de 95°C por 60 segundos, 56° C por 60 segundos e

72°C por 2 minutos e um ciclo final de 72°C por 10 minutos.

Quadro 3- Nome e sequéncia dos iniciadores utilizados na reacao de PCR Multiplex. (Imperi
et al., 2010).

Nome do primer Sequéncia5'—> 3’

cpsl-la-6-7-F GAATTGATAACTTTTGTGGATTGCGATGA
cpsl-6-R CAATTCTGTCGGACTATCCTGATG
cpsl-7-R TGTCGCTTCCACACTGAGTGTTGA
cpsL-F CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT
cpsL-R TAGGAACATGTTCATTAACATAGC
cpsG-F ACATGAACAGCAGTTCAACCGT
CpsG-R ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT
CpsG-2-3-6-R TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC
CpsN-5-F ATGCAACCAAGTGATTATCATGTA
CpsN-5-R CTCTTCACTCTTTAGTGTAGGTAT
CpsJ-8-F TATTTGGGAGGTAATCAAGAGACA
CpsJ-8-R GTTTGGAGCATTCAAGATAACTCT
cpsJ-2-4-F CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA
cpsJ-2-R CCTCTTTCTCTAAAATATTCCAACC
cpsJ-4-R CCTCAGGATATTTACGAATTCTGTA
cpsl-7-9-F CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG
cpsl-9-R AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT
cpsJ-lb-F GCAATTCTTAACAGAATATTCAGTTG
cpsJ-lb-r GCGTTTCTTTATCACATACTCTTG

4.3.3. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% em TAE (Tris, acido acético e EDTA) 1X. O gel foi corado com
brometo de etideo e apds corrida eletroforética foi visualizado no transiluminador UV
(L-PIX, Loccus Biotecnologia). Cada sorotipo foi identificado pela anélise do padrao
de duas ou trés bandas (quadro 4) observadas no gel (Figura 6). Foi utilizado
marcador de peso molecular na escala de 100 bp Invitrogen™ (Thermo Fisher

Scientific).
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Quadro 4- Tamanho em pares de bases (pb) e tipo dos produtos de amplificacdo por PCR
esperados para cada sorotipo (la a IX) (Imperi et al.; 2010).

Sorotipos Genes Produto Sorotipos Genes Produto

(pb) (pb)

la cpsL 688 \% cpsL 688
cpsG 272 cpsN 582

cpsL 688 cpsL 688

Ib cpsJd 621 Vi cpsl 470
cpsG 272 cpsG 352

cpsL 688 cpsL 688

I cpsJ 465 Vi cpsG 272
cpsG 272 cpsl 179

cpsL 688 cpsL 688

1] cpsG 352 VIl cpsJd 438
cpsL 688 cpsL 688

Y cpsJ 538 IX cpsG 272
cpsG 272 cpsl 229

Figura 6 — Visualizacédo padrao da eletroforese em gel para os produtos da PCR multiplex. Colunas
2-10 (Sorotipos la, Ib, 11, Ill, IV, V, VI, VII, VIII, IX) (Imperi et al.; 2010).

4.4. Resisténcia aos antibioticos e Sorotipos de SGB

Os fendtipos de resisténcia (cMLSB, iIMLSB e Fendtipo M) para as cepas de
SGB resistentes a eritromicina e/ou clindamicina e a determinacdo dos genes de
resisténcia a eritromicina (ermB, ermTR e mefA) e clindamicina (linB) foram

analisados por Santana e colaboradores (2020) na primeira fase do estudo maior e
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esses dados foram utilizados no presente estudo para indicar a classificacdo dos

sorotipos aos quais sédo pertencentes.

5. ANALISES ESTATISTICAS

Face a natureza do estudo, foi realizada analise meramente descritiva das

variaveis com o banco de dados constituido em Microsoft Excel.
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INTRODUCTION  Group B  Streptococcus
agalactiae (GBS) is an important etiologic agent
related to neonatal infection, triggering pneumonia,
meningitis and sepsis.

Pregnant women are the main reservoir of this
microorganism, with ability of transmitting though
the vaginal tract. This review was motivated by the
importance of this microorganism in the context of
public health, given its impact on neonatal
morbidity and mortality. METHODS This is a
systematic review that addresses the distribution
and prevalence of GBS in pregnant women. The
search was composed of studies published
between January 2010 and December 2019 in
PubMed, VHL, Science Direct, SciELO and Lilacs
databases. We surveyed relevant articles
published in English, Spanish, and Portuguese
between February and April 2020. Original
articles, communication, report, theses and
dissertations were included. Studies that analyzed
GBS isolates from pregnant women and were
removed from the same anatomical sites of
isolation were also included. RESULTS
48 papers were included in this review. The
biological samples for isolation of the
microorganism came mostly from Swab
anovaginal collection, using Molecular Biology and
agglutination by latex for identification. The ten
serotypes of Streptococcus agalactiae were
detected, with la, Ib and II-V being the most
prevalent and la, Ib, Il and IIl being linked to
diseases in neonates. In addition, resistance to
antibiotics was mainly associated with strains of
sera types la-V. CONCLUSION The review
showed variation in the distribution and
prevalence of serotypes in the 30 countries,
pointing out their relationship with maternal
colonization, the implications for neonates and
resistance to antibiotics.
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1. INTRODUCTION

Streptococcus agalactiae or Group B streptococcus (GBS) is an encapsulated
gram-positive bacterium that can colonize the human gastrointestinal and
genitourinary tracts. Pregnant women are the main reservoir of this microorganism,
with ability of transmitting and triggering infections in neonates -4 with emphasis on
pneumonia, meningitis and sepsis 8, being related to important morbidity and
mortality indexes 2. In Brazil, the severity of infections and the scarcity of data on the
colonization of GBS in pregnant women represents a public health problem [
Anovaginal and prenatal screening between the 35th and 37th weeks of gestation and
intrapartum prophylactic antibiotic therapy is a procedure recommended by the Center
for Diseases Control and Prevention (CDC) [”], and can reduce the risk of infection by
up to 78% GBS in neonates [,

GBS has virulence factors that favor invasion, colonization and pathogenesis,
with the sialylated capsular polysaccharide (SCP) being the most relevant one 813, as
it provides protection against the host's immune defense system, causing the
microorganism to escape from phagocytosisi*4. Based on SCP antigenicity, there are
ten described serotypes (la, Ib, lI-1X)[&14. Thus, the identification of these serotypes is
important for determining the capacity for aggression and antimicrobial resistance!!?],
in addition to contributing to the knowledge of the epidemiology of the disease and the
development of vaccines(®14l,

The serotype determination process uses techniques such as latex
agglutination and Polymerase Chain Reaction (PCR) 1617 In the first technique,
specific antibodies are used for capsular polysaccharides, which are available in
reliable and easy to use commercial kits®), while the second is based on the
amplification of the nucleotide sequence of the genes responsible for the capsular

constituents, with greater sensitivity and specificity in the identification of GBSI'6l,

Serotypes la, Ib, Il, lll and V are the most infectious and are most related to
the disease process worldwide!®4. The distribution and prevalence vary according to
the geographical location, clinical origin of the strain and the ethnic origin of the

population(®417-19],
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This review was motivated by the importance of this microorganism in the
context of public health, given the importance of GBS serotypes with maternal
colonization and impact on neonatal morbidity and mortality. In addition, it also aimed
to point out the variation in the distribution and prevalence of serotypes in different

regions and the related epidemiological aspects.

Thus, the aim of the study was to compile data on scientific production in the
last 10 years involving GBS in pregnant women. It is also hoped that this review can
serve as a source of consultation, enabling understanding in the area, and that the
applicability of this knowledge can be useful in the adoption of appropriate conducts
in coping with diseases caused by GBS.

2. METHODS

This is a systematic review conducted in accordance with the PRISMA

statement checklist recommendation.
Eligibility Criteria

Types of study: We included productions that addressed the distribution and
prevalence of GBS serotypes in pregnant women, published between January 2010
and December 2019, published in English, Portuguese and Spanish. Original articles,
communication, report, theses and dissertations were included. Review articles and

articles not available in free version were excluded.

Types of participants: Pregnant women colonized by GBS whose samples came
from anovaginal collection. Studies that analyzed GBS isolates from pregnant women

and were removed from the same anatomical sites of isolation were included.

Types of outcome measures: Determination of the distribution and prevalence of

isolated GBS serotypes in pregnant women.
Information sources

We surveyed the relevant articles published in the English, Spanish, and Portuguese
languages between February and April 2020 in the United States National Library of
Medicine (PubMed), Biblioteca Virtual de Saude (BVS), Science Direct, Scientific
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Electronic Library Online (SciELO), Literatura da América Latina e do Caribe em

Ciéncias da Saude (Lilacs) databases.
Search

As a search strategy, the following terms were used in the databases: PubMed, BVS
and Science Direct (serotypes and Streptococcus agalactiae and pregnant women);
Lilacs (serogroup and Streptococcus agalactiae and pregnant women) and SciElo

(serotype and Streptococcus agalactiae).
Study selection

Two authors (Silva M.M; Silva E.A) performed the selection of articles independently.
Subsequently, duplication was checked and excluded, followed by reading and
selecting abstracts, excluding those that did not deal with the distribution and
prevalence of serotypes of pregnant women. Finally, the articles were read in full,
including only those that met the eligibility criteria. Doubts were resolved by consensual
decision of the authors.

Data Collection Process

After reading the articles, information was selected to compose the list of data that

would be necessary for the analyzes.

Data Items
Information was extracted from each study on: year of publication, language,
geographic location, objectives, methodology, prevalence of colonization, gestational
period, method for capsular serotyping, antimicrobial resistance and distribution and
prevalence of serotypes.
Assessment of quality of studies
The reviewers worked independently and determined the main risks of production bias,
verifying that in the cohort studies, selection bias and loss of follow-up were the main
ones. Cross-sectional studies showed a higher risk for selection, detection and
memory bias. For the randomized controlled clinical trial, there was a risk of selection,
detection and performance bias.

3. RESULTS
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Study Selection

After applying the terms, 795 articles were found, distributed as follows: 167 in
PubMed, 176 in VHL, 448 in Science Direct, 2 in SciELO and 2 in Lilacs.

Using previously established eligibility criteria, 48 productions were selected
and make up the present review, with 44 articles, 2 theses and 2 dissertations. [Figure
1] shows the selection and distribution of publications according to the databases

searched from the first search to application of all selection criteria.

o

=

"

g No. of studies identified in the search

R= database (n = 795)

g

=

o No. of studies after eliminating duplicates (n = 774)

2

: —

3

No. of screened studies (n = 272) * No. of studies excluded (n =211)

2

8 . No. of studies in complete text

&b N.o..o.f‘full—teixt studies assessed for Jexcluded for not including

B eligibility (n = 61) isolates of rectovaginal origin or
for not distinguishing the results
of pregnant women from those of

E ! other participants involved (non-

E No. of studies included in pregnant women and neonates)

E qualitative synthesis (n = 48) (n = 13)synthesis (n = 48)

Study Characteristics

Most works were published in the period between 2014 to 2017 (45.8% / n =
22), followed by publications between 2010 to 2013 (27.0% / n = 13) and 2018 to 2019
(27.0% / n = 13). The predominant language of publications was English (87.5% / n =
42), followed by Portuguese (8.3% / n = 4) and Spanish (4.1% / n = 2).

Regarding the distribution of articles regarding geographical location, it was
found that Asia (33.3% / n = 16), America (25% / n = 12), Africa (22.9% / n =11) and

Europe (16.6% / n = 8) were the continents with the highest production on the topic,
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followed by Western Australia where the number of publications was lower (2.0% / n =
1).

The main methodology used in publications was the cross-sectional study
(85.4% / n = 41). A cohort study (12.5% / n = 6) and a randomized clinical trial (2.1% /
n = 1) were also performed. Regarding the data source, available in [Table 1], most
were performed through the collection / analysis of biological samples (66.6% / n = 32),
followed by analysis of biological samples associated with the application of
questionnaires and interviews (22.9% / n = 11) and analysis of biological sample
associated with secondary data (medical records, laboratory record, exam registration
form and personal data sheet (10.4% / n = 5).

Table 1. Methodological characteristics of the studies.

Study design N %
Cross-sectional study 41 85,4
Cohort 06 12,5
Ensaio clinico randomizado 01 2,1
Database

Biological sample 32 66,6
Biological sample, Interview and 11 22,9

Questionnarie

Biological sample and others 05 10,4
(medical records, laboratory

record, exam registration form

and personal data sheet)

Types of projects
Unicentric 32 65,9
Multicentric 16 34,0
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Biological samples were collected using swabs from the following
anatomical sites: Vagina and rectum (Single swab - 58.3% / n = 28); vagina
(single swab - 20.8% / n = 10), vagina and rectum (2 swabs, one for each site -
14.5% / n=7), vagina, rectum and a combined vagina / rectum sample (one swab
for each site - 6.2% / n = 3).

Among the studies that reported gestational age at the time of collection,
it was found that most pregnant women were in the third trimester (64.5% / n =
31), noting that most of these were between the 35th to the 37th weeks. In some
studies, collection was performed only at delivery (14.5% / n = 7). In addition, in
two studies the collection was carried out both in women attended in prenatal
care, with gestational age between 28 and =30 weeks, and in those attended at
the time of delivery (4.16% / n = 2). Some publications did not report the
gestational period (14.5% / n = 7) and one study chose to collect from pregnant
women in any gestational period (2.0% / n = 1).

All studies aimed (primary or secondary) to determine the prevalence and
distribution of GBS serotypes in pregnant women. This objective was achieved
by identifying 8,389 isolates from colonized pregnant women out of a total of
46,208 who were recruited for the studies under analysis and had colonization
rates ranging from 4.9% to 33.7%. For the identification of serotypes, most
studies used the Molecular Biology (PCR) technique (41.6% / n = 20) followed by
the latex agglutination technique (29.1% / n = 14) and the use of both the
techniques (29.1% / n = 14). In the studies, the record of non-typable isolates -
NT (47.9% / n = 23) was verified.

There were records of all 10 GBS serotypes (la, Ib, Il - IX) among the
countries analyzed, but the distribution and prevalence were varied, according to
data listed in [Table 2]. In studies carried out in Brazil included in this review,
which correspond to 16.6% of the selected articles, serotypes la, Ill and V were

indicated as the most prevalent.
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In bold, the percentage of the most prevalent serotype.

Distribution and Prevalence of GBS Serotypes isolated from
pregnant women (%)

Author / Year Countries la Ib I 11| v V VI VIl VIl IX
CHUKWU et al./ 2015 South Africa 258 86 156 29,7 8,6 10,9
SLOTVED et al./ 2017 Ghana 3,57 1,7 35 53 5,3 428 53 32,1
BURCHAM et al/2019 United States of America 12,8 154 154 25,6 12,8 28,2
LU et al/2014 China 21,4 119 7,0 418 149 15 05
KUNZE et al/2011 Germany 16,0 19,0 12,0 28,0 6,0 15,0
TURNER et al/2012 Asia 26,3 26,3
CLOUSE et al/2019 Jordan 24,0 20,0 48,0 8,0
PINTO et al/ 2017 Portugal 194 179 104 224 75 179 15
YAN et al, 2016 China 225 104 52 359 21,2 1,3 0,9
BRZYCHCZY-WLOCH et al/2011 Poland 20,0 8,0 150 350 5,0 17,0
ANDRADE et al/ 2017 Brazil 46,0 7,0 17,0 10,0 20,0
SOARES et al/ 2013 Brazil 6,0 6,0 9,09 39,3 24,2
MUKESI et al/ 2019 Namibia and South Africa 60,0 26 252 1,7 104
9,0 30 522 179 15 164
HASSAN et al/2019 Iraq 222 11,1 55 83 305 194 27
ALl et al/ 2019 Ethiopia 205 11,4 31,8 13,6 18,2
TEATERO et al/2017 Canada 23,0 130 90 250 50 190 1,0
LOPEZ et al/2018 Spain 179 42 316 26,3 105 9,5
WANG et al/ 2015 China 179 16,1 54 321 14,3
BOTELHO et al/2018 Brazil 37,3 11,2 199 6,8 3,5 9,1
BELARD et al/l2015 Gabon 128 229 6,4 275 30,3
Jl et al/l2017 China 17,7 13,1 54,9 6,5 1,3 0,7
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Distribution and Prevalence of GBS Serotypes isolated from
pregnant women (%)

Author / Year Countries la Ib Il 11 v \ VI Vil VI IX
ELIKWU et al/2016 Nigeria 239 195 173 21,7 152 21
CORREA et al /2011 Brazil 33,2 19 176 5,88 15,6 1,6
OVIEDO et al/2013 Argentina 40,0 9,0 10,0 21,0 12,0 4,0
MOROZUMI et al/2015 Japan 156 20,8 16,9
DOARE et al/2016 Gambia 8,4 6,7 16,4 10,1 54,8
SEOUD et al/2010 Lebanon 14,6 6,6 109 16,1 0,7 22,6
NASCIMENTO/2019 Brazil 47,2 2,2 45 204 15,9 2,9
LEE et al /2019 Korea 21,1 105 421 53 158 5,3
HEARN-THOMAS/2019 Botswana 20,8 3,8 38 226 19 453
SADEH et al/l2016 Iran 16,7 6,7 20,0 50,0 6,7
MAVENYENGWA et al/2010 Zimbabwe 15,7 116 8,3 38,8 24,0
WANG et al / 2018 China 22,11 7,69 49,0 18,2
FEUERSCHUETTE/2018 Brazil 35,5 15 215 96 3,7 26,6 0,7 0,7
SIQUEIRA/2017 Brazil 49,0 7,5 9,0 15 31,1 15
BOTELHO/2014 Brazil 41,0 11,0 26,0 11,0 11,0
FROHLICHER et al / 2014 Switzerland 19,2 29,4 25,5
SAHA et al /2017 Bangladesh 40,0 14,0 12,0 23,0
SHABAYEK et al /2013 Egypt 8,0 10,0 13,0 19,0 2 40,0 10,0
HONG et al / 2010 Korea 13 6,8 56 356 2,3 243
KIMURA et al /2013 Japan 7,0 12,0 11,0 10,0 22,0 13,0 1,0 9,0
GARCIA et al/2011 Colombia 0,38
LIEBANA-MARTOS et al/2014 Spain 3,2 31,6 4,6 3,2
LIN et al/2016 China 12,5 25,0 25,0 37,5
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Table 2: Prevalence of GBS in the countries analyzed. CONTINUATION. In bold, the percentage of the most prevalent serotype.

Distribution and Prevalence of GBS Serotypes isolated from

pregnant women (%)

Author / Year Countries la b 1 1l \Y} \Y VI VI VIl IX
LIAKOPOULOS et al/2014 Greece 20,4 520 26,3 11
BRIGTSEN et al/l2014 Noruway 15,7 98 13,8 248 140 169 04 0,7 2,6
KWATRA et al/2014 South Africa 31,3 35 10,3 10,3 2,0 7,2 3,3
FURFARO et al/2019 Western Australia 27,9 84 16,3 209 28 158 51 0,5 05
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Another relevant aspect observed in this review concerns the susceptibility and
resistance to antibiotics such as penicillin, clindamycin, erythromycin and vancomycin,

which have been associated with the GBS serotype in certain studies (27.0% / n = 13).

4. DISCUSSION

This review compiles information from 48 publications on the distribution and
prevalence of GBS serotypes isolated from colonized pregnant women. The
colonization rate in pregnant women ranged from 4.9% to 33.7%, reported in Chinal?°
and Gambial?!l, respectively. This colonization can occur asymptomatically in the
vagina and rectum[??, however GBS is recognized as a disease-causing agent in
neonates[?3l, About 50 to 70% of colonized pregnant women can transmit GBS
vertically to the newborn in the uterus via the ascending route or at the time of delivery,
with 1-3% of colonized neonates developing invasive diseases[?224-271 if prophylactic
or therapeutic measures are not taken[?8l. Thus, colonization by GBS in pregnant

women is quite relevant, as it provides and increases the risk of these diseases(?829,

Diseases in neonates caused by GBS can start early (manifesting until the
seventh day of life) or late (manifesting between 7 days and up to three months of
life)l23:30-32 characterizing as the main causes of neonatal morbidity and
mortality!?%-33:34 and can trigger pneumonia, sepsis or meningitis with various levels of
severity, with 30% to 50% of neonates progressing with neuropsychomotor sequelae

and an estimate of 10% has a fatal outcomel?4!

Among the measures adopted to reduce the vertical transmission of GBS,
many studies analyzed have endorsed the CDC recommendations that recommend
universal screening for detection in the anovaginal tract between the 35th and 37th
weeks of pregnancy and prophylactic intrapartum antibiotic therapy!3-18.23, 24,28,31-33,35,36]
It was found that in 35.4% (n = 17) of the studies, the gestational time selected for
sample collection occurred between 35 and 37 weeks. The delimitation of this period
is important, since the state of positive colonization during pregnancy can change and
it is at this stage of the gestational period that an increase in the prevalence of
colonization can be detected*>%l, It should be noted, however, that the study by
Furfaro, et al.[38l demonstrated that there was no significant change in colonization

between the second and third trimesters, calling attention to the need for early
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screening, mainly because of its implications for pregnant women at high risk
premature birth. According to these authors, many women in this condition are not
screened for GBS.

Six studies reported that colonized pregnant women were referred for
prophylaxis!#19.23.33.36.3%] ' and the others presented screening information, but without
an approach about prophylactic measures(?36:14.16,.18,22,24,28.4041] ' Among the pregnant
women screened at delivery, some were treated with antibiotics!>34421 and the other
studies do not report whether there was any type of intervention in this regard!®21.30.35],
Two studies dedicated to the study of colonization by GBS in other gestational periods
reported treatment of pregnant women(*>37l, The others provided only screening data
for GBS.

In the United States, the adoption of therapeutic measures for pregnant
women colonized with GBS is a common practice in late pregnancy and / or childbirth
due to the high risk of infection in the newborn®l. Teatero et al.?! reinforced that the
implementation of screening and the adoption of prophylactic measures collaborated
to reduce early onset disease considerably in both the United States and Canada.
Other countries have also adopted these recommendations. In Germany, national
guidelines recommend screening®3, in Argentina screening is mandatory in all
pregnant women between 35 and 37 weeks['®l. Japan directs screening for pregnant
women between 33 and 37 weeks and intrapartum antibiotic prophylaxis for positive
casesl®? and in Poland guidelines have been created for preventing GBS in line with
the CDC guidelinesl?. However, not all countries adopt such strategies. In China, there
was a lack of specific guidelines for screening and prevention of GBS and the absence
of a surveillance program to monitor the prevalence of infections among pregnant
women or neonates(t836,

In relation to Brazil, the Pediatrics Society since 2011 recommends screening
for GBS. However, compliance with the CDC's recommendations is incipient and the
adhesion low3l, A study carried out in 2017 in the Brazilian Federal District, pointed out
that screening was not routinely performed in hospitals and private clinics. It also added
that knowledge about GBS, its prevalence, resistance and risk of infections in neonates
would be necessary for the future implementation of a guideline that promotes the
reduction of maternal colonization and neonatal infection!. Another study highlighted

the need for regional investigations, which demonstrate the incidence of sepsis to
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conduct prophylaxis and recommendations and reiterated the absence of national
studies to assess the cost-effectiveness of intrapartum prophylaxis!’l. Feuerschuettel?4
and Botelho!®! agreed that there is no formal guidance or consensus on screening for
GBS in the country. The other studies did not discuss this aspect!16.2543],

Regarding the relationship between clinical manifestations of diseases and
GBS serotypes, a publication pointed out that most diseases in neonates are linked to
serotypes la, b, Il or Il #3244 Serotype Il has been associated with cases of
meningitis and sepsis (60 to 85% late-onset diseases)!” and in the case of meningitis,
serotype Il has been linked to both early-onset and late-onset disease!s.
Relationships of serotypes with invasive disease in adults and neonates!?®, with early
disease (serotype 1V), invasive infection in pregnant women, neonates!'#28.2%l and non-
pregnant womenl?® (serotype V) and early-onset disease and in colonized pregnant
women (serotype VI)I?71. The other serotypes VI, VIII and IX were detected in pregnant
women, but were not associated with clinical manifestations!®-36l,

With regard to distribution and prevalence, studies have shown that all 10 GBS
serotypes were found in the countries analyzed, albeit in a variety of ways. Serotypes
la-V were the most prevalent and serotypes VI to 1X, the rarest.

In the countries of the Asian continent(t10.11.18.36.39] and the European
[2,9,23,33,41,46,47] serotype Il was the most prevalent. In these continents, the
predominance of serotypes lal*?, 1V[?627] and V3444 has also been reported, and to a
lesser extent serotypes VI8, VIIIE and X, According to Lee and collaborators!t?,
the prevalence and distribution of GBS depends on the region of the study. Wang and
collaborators!!®l indicated that the difference in distribution can also be associated with
both the source of origin of the isolates and the technique used to identify them.

Studies carried out in the African continentl6.13.14.22:45] detected serotypes II, V,
VII, 1l and la, following the order of highest prevalence. An interesting aspect regarding
the variation of serotypes was addressed by Slotved and collaborators. According to
these authors, geographic location can be identified as one of the causes of changes
in the distribution of GBS serotypes among African countries(®.

In Western Australia serotype la was the most prevalentl*8, The same study
identified serotype IX for the first time in the country. The authors consider that the

distribution of serotypes was in agreement with those that predominate in other
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countries and that the understanding of this regional distribution could assist in clinical
practice and definition of therapeutic strategies.

In South American countriest* 7151948 serotypes la, Il and V were detected as
the most prevalent. In Brazil, a study carried out in Santa Catarina, showed a higher
prevalence of sera types la and V, and pointed out as possible justification the best
adaptation of the GBS to colonize as commuters of the anovaginal tract of pregnant
women. However, it has been reported that this mechanism has not yet been
elucidated, but there could be a deficiency in the maternal immune response that is
more effective for such serotypesl?. It is also important to note that a study carried out
in Sdo Paulol'8! and another in Rio de Janeiro!*®! identified, respectively, serotypes VI
and VIII as the least prevalent, but both records were unpublished in the country.

Concerning the distribution and prevalence aspects of the aforementioned
serotypes, it is noteworthy that the articles reported other studies to compare the
results, referring to studies conducted within the country or coming from others, making
it possible to determine whether serotypes were maintained or whether others were
emerging and in which prevalence. In addition, comparisons made it possible to
identify the unprecedented registration of serotypes in some locations. It is worth
mentioning that the studies reinforced the need for surveillance of serotypes, at the
local level, to implement more conducive actions regarding therapeutic measures for
the treatment of pregnant women colonized by GBS.

Another aspect that drew attention concerns the susceptibility and resistance
of the GBS to antibiotics. Intrapartum antibiotic prophylaxis represents the main
measure to prevent the transmission of the microorganism to the newborn!®819, |t has
been indicated that penicillin is the first line of choice to treat colonized pregnant
women, and clindamycin, erythromycin or vancomycin are alternatives in case of
allergy to penicillini*843l, However, there was concern about resistance to antibiotics,
as it may involve prophylaxis and inadequate treatment(®?l. In studies conducted in
Brazil, for example, resistance to clindamycin and / or erythromycin was found in
isolates of serotypes lal*7:1624 |pl471 47,151 |[4.7.18] \/14.7.24] /[]143] and IX[7), As a
result of the increase in this resistance, a study reinforced the more recent guidance
of the CDC (2010) that indicates the performance of susceptibility tests in the samples

of GBS before treating colonized pregnant women[t5l,
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In China, high rates of resistance to clindamycin (61.5%) and erythromycin
(51.9%) have been detected among isolates of serotypes la, Ib, lll and VP and, in
addition to these serotypes, another Chinese study registered serotype Il isolates with
resistance to these antibiotics'®l. In Germany, strains resistant to erythromycin
belonged to serotypes la, II, lll and V19, Based on the verification of resistant strains,
this study signaled that the use of antibiotics should be indicated with caution and
emphasized the need for periodic surveillance so that the therapeutic choices are
adequate for circulating strainsl,

In Korea, serotypes lll and V showed high rates of resistance to erythromycin
and clindamycin!l. In Japan, on the other hand, increased resistance to erythromycin
and clindamycin was shown when compared to previous studies. In an interval of 13
years, resistance to erythromycin changed from 3% to 10.1% and clindamycin
increased from 1% to 5% in vaginal samples of pregnant women. There was no link
between resistance and GBS serotype, but the need for careful monitoring of
antimicrobial susceptibility was highlighted!4,

In the United States, a study has shown that strains of sera types la, Ib, I, Ill,
IV and V, in addition to being resistant to clindamycin and / or erythromycin, were also
resistant to vancomycin, and among serotypes Il, IV and V were isolates resistant to
penicillin were found®. This study was very important, because in addition to
demonstrating the rise in resistance to penicillin in vaginal isolates and its possible link
to specific serotypes, it suggested that serotyping may be effective to guide the
treatment of pregnant women colonized by GBS before delivery.

Another important aspect in this review was the highlight of two main methods for
GBS capsular serotyping. The first was observed in 29.1% of publications using the
latex agglutination test. In several studies, the use of the Strep-B-Latex kit (Statens
Serum Institut, Denmark) has been verified[®:16-19.24,30,35.36,47.46.48] ' However, it was
pointed out that this method can fail due to the quality of the antibodies used or the
absence or low expression of the CPS. In addition, it can generate a rate considered
high for non-typable strains and misclassification[*®l. Among the studies that used this
test and presented non-typable strains, the rate varied between 3.57%![18] to 27.45%[3],
The second method was the use of PCR in 41.6% of the studies. Mainly used were the
protocol established in 2007 by Poyart and collaborators (22.9% / n = 11) and the
Multiplex PCR protocol developed in 2010 by Imperi and collaborators (31.2% / n =
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15), which allows the detection of the 10 GBS serotypes in a single reaction and
identifies strains not typable by latex['6l. Three studies used real-time PCR (6.5% / n =
3)[1:29.321 'with a protocol for identifying sera types la, Ib and Ill only!®2. The studies that
used these protocols resulted in non-typable strains, whose rate varied between 0.622
to 5.88%!31. It should be noted that a non-typable strain was defined as one that the

method did not allow to identify it in any serotypelt8l.

5. CONCLUSION

Given the analyzed works, it was possible to notice that there was production
on the theme in five continents. The compilation of information served to reinforce that
GBS serotypes are distributed differently across countries and that some are more
prevalent than others and have distinct pathogenic potential. In addition, this review
incorporated other aspects that are crucial for understanding epidemiology and
suggested that the adoption of measures such as screening for GBS in pregnant
women and intrapartum prophylaxis may be good strategies for reducing the
occurrence of diseases in neonates. In Brazil, the findings included in this survey were
produced in three states and the Federal District, demonstrating a scarcity of national
studies, which makes it impossible to have a broader view of the distribution and
prevalence of serotypes in the country. In general, it is a consensus that understanding
the distribution and prevalence of serotypes, even based on regional studies, is
indispensable for making more efficient decisions and adequate coping with this
microorganism and reducing undesirable complications associated with GBS in all

countries by health system.
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RESUMO

Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (SGB), sédo bactérias que
podem residir comensalmente nos tratos gastrointestinal e geniturinario de humanos,
mas apresentam potencial de desencadear infec¢cdes graves, principalmente em
neonatos. As doengas invasivas em neonatos podem ser classificadas como de inicio
precoce ou tardio e as manifestacbes clinicas podem ser sepse, pneumonia e
meningite. Dentre os principais fatores de viruléncia do SGB, o polissacarideo
capsular é indicado como o mais relevante e determina a classificacdo dos 10
sorotipos conhecidos. Este trabalho representa um recorte de um estudo mais amplo,
cujo objetivo foi determinar a prevaléncia dos sorotipos de 34 cepas de Streptococcus
agalactiae isoladas de gestantes colonizadas no municipio de Vitéria da Conquista —
BA. Foram utilizadas as técnicas moleculares de sorotipagem, via PCR multiplex e
eletroforese em gel. O sorotipo la foi 0 mais prevalente 44,11% (15/34), seguido pelos
sorotipos Ib, 26,47% (9/34) e 1l, 8,82%, (3/34). O sorotipo I1X foi 0 menos prevalente
2,94%, (1/34). Cepas néo tipaveis representaram 17,64% (6/34). Cepas dos sorotipos
la e Ib apresentaram resisténcia a eritromicina e clindamicina. Este estudo apresentou
os primeiros dados de distribuicdo e prevaléncia de sorotipos de SGB no municipio e
demostrou a circulagéo de cepas dos sorotipos consideradas mais virulentas. Dessa
forma, os resultados poderao auxiliar os gestores locais na tomada de decisdes para
implementacdo de acdes que minorem a transmissao vertical deste microrganismo,
corroborando ainda para diminuicdo de impactos na salde e na economia do

municipio.

Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, viruléncia, sorotipo, PCR.
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ABSTRACT

Streptococcus agalactiae or group B streptococci (GBS), are bacteria that can reside
commensally in the gastrointestinal and genitourinary tracts of humans, but have the
potential to trigger serious infections, especially in neonates. Invasive diseases in
neonates can be classified as early or late onset and the clinical manifestations vary
from sepsis and pneumonia to meningitis. Among the main virulence factors of GBS,
the capsular polysaccharide is indicated as the most relevant, determining the
classification of the 10 known serotypes. This work represents an excerpt from a larger
study, with the objective of determining the prevalence of serotypes of 34 strains of
Streptococcus agalactiae isolated from colonized pregnant women in the county of
Vitéria da Conquista - BA. Molecular serotyping techniques were used, via multiplex
PCR and gel electrophoresis. Serotype la was the most prevalent 44.11% (15/34),
followed by serotypes Ib, 26.47% (9/34) and Il, 8.82%, (3/34). Serotype I1X was the
least prevalent 2.94%, (1/34). Non-typable strains accounted for 17.64% (6/34) of the
sample. Strains of serotypes la and Ib showed resistance to erythromycin and
clindamycin. This study presented the first data on the distribution and prevalence of
GBS serotypes in the county and demonstrated the circulation of strains of the
serotypes considered to be more virulent. In this way, the results may assist local
managers in making decisions to implement actions that reduce the vertical
transmission of this microorganism, further corroborating to the reduction of its impacts

on the health and economy of the county.

Keywords: Streptococcus agalactiae, virulence, serotype, PCR.
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INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae ou estreptococos do grupo B (SGB), sao bactérias
gque compdem a microbiota humana, podendo residir comensalmente nos tratos
gastrointestinal e geniturinariol. Tem sua importancia clinica relacionada ao potencial
para desencadear infeccdes graves, o que a aloca dentro do rol de agentes
infecciosos importantes para os humanos, sobretudo nos neonatos. As manifestacées
clinicas das doencas em neonatos podem incluir sepse, pneumonia, meningite, artrite
séptica e bacteremia vinculada a meningite>34. A colonizagdo materna por SGB é a
causa mais associada a infeccdo neonatal e risco primario para a transmissao

perinatal®.

Como acdes preventivas para infeccéo por este agente, o Center for Diseases
Control and Prevention (CDC) recomendou o screening universal em gestantes entre
a entre 352 e 372 semanas, apontando padrdes para a coleta, transporte da amostra,

indicacao de antimicrobianos e recomendacdes profilaticas.

Frente a esta situacao, estudos tém sido realizados sobre o SGB, abordando
prevaléncia de coloniza¢do em gestantes, resisténcia aos macrolideos e prevaléncia

de sorotipos do microrganismo 23 5 6.7,

Pesquisas realizadas em Portugal, Coréia, Camardes e Sérvia demonstraram
prevaléncias de 14% a 17,3% ©72°. No Brasil, a prevaléncia variou entre 14,37% a
38,6% no Rio de Janeiro, Santa Catarina, Distrito Federal e Campinas®1%11:12, J4 no
municipio de Vitoéria da Conquista-BA foram apontadas prevaléncias de 17,4% e
18,1% 1314,

Em relagéo a resisténcia aos antibioticos, foram documentadas cepas de SGB
resistentes ao cloranfenicol, clindamicina e eritromicina”1%51_QOs mecanismos de
resisténcia a eritromicina e clindamicina estéo relacionados a modificagéo ribossémica
codificada pelos genes erm (ermA e ermB), responsavel pelo fenétipo MLSB (iMLSB
ou cMLSB) e pela bomba de efluxo mediada pelos genes mef, responsavel pelo
fendtipo M1718. A relacdo a resisténcia aos antibidticos e sorotipos de SGB tem sido

demonstrada na literatura319.20,
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Os sorotipos de SGB séo determinados pelo polissacarideo capsular (CPS) e
representa o mais relevante fator de viruléncia. Dez sorotipos de SGB ja foram
identificados (la, Ib, 1I-X), sendo o Ia, Ib, II, lil e V indicados como os mais infectantes?!?.
A compreensdo dos diferentes sorotipos possibilita a implementacdo de medidas
profilaticas especificas, indicagéo de antibioticos adequados e no desenvolvimento de
vacinas!®1221 Além do CPS outros fatores de viruléncia de SGB incluem: proteinas
Ca, CpB, proteina de ligacdo a laminina (LMB), HyIB, enzima C5a peptidase e fator
CAMP20.22,

Frente a este contexto, foi desenvolvido o estudo intitulado “Streptococcus
agalactiae: prevaléncia, perfil de sensibilidade, e comparacdo de métodos para
identificacdo, em cepas isoladas de gestantes atendidas nas unidades basicas de
saude de Vitéria da Conquista — BA” do qual o presente escrito constitui uma vertente
de investigagdo. O objetivo deste trabalho foi apontar a prevaléncia de sorotipos de
cepas de SGB isoladas em gestantes colonizadas atendidas nas unidades basicas de
saude do municipio de Vitéria da Conquista — BA através de técnicas de biologia
molecular. Os resultados obtidos poderédo auxiliar os gestores locais na tomada de
decisbes para implementacdo de a¢gbes que minorem a transmissao vertical deste
microrganismo, contribuindo para diminuicdo de impactos na saude e na economia do

municipio.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do Estudo e Amostras

As amostras incluidas neste trabalho foram provenientes da primeira fase do
estudo maior que analisou 210 amostras de secrecao vaginal/retal de gestantes e
houve isolamento de SGB em 18,1% (n=38). Com os dados obtidos na primeira fase
do estudo, duas vertentes de investigacdes distintas foram realizadas de forma
exitosal®??. Todos os espécimes de SGB isolados foram aliquotados e congelados
em suspensdao em meio BHI glicerinado a 20% e depositadas no Laboratério de
Andlises Clinicas do Instituto Multidisciplinar em Saude (IMS) da UFBA. Compondo a

segunda fase do estudo e uma terceira vertente de investigacdo, na presente
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proposta, os espécimes de SGB foram encaminhados para caracterizacdo molecular.
Entre as amostras disponiveis, 3 foram inviabilizadas em virtude de contaminag&o por
outros microrganismos e 1 por ndo apresentar crescimento em meio de cultivo. Ao

final, 34 amostras foram analisadas.

Processamento das amostras

Todas as amostras foram descongelados a temperatura ambiente,
homogeneizadas e em seguida um volume de 10 ul do conteudo de cada eppendorf
foi transferido para tubos de ensaio contendo 9 ml do meio seletivo Tood-Hewitt
BIOMERIEUX® (figura 1), em seguida foram incubados por 24 horas uma temperatura
de 35-37°C. ApOs esta etapa, realizou-se repique para meio cromogénico
CHROMagar™ Orientation, utilizando técnica de semeadura por esgotamento com
alca de platina, sendo em seguida incubados por 24 horas em temperatura de 35-
37°C. Apos periodo de incubacéo, seguindo as orientacdes do fabricante, todas as
colénias de cor azul claro foram certificadas como colbénias de SGB (figura 2). Para as
amostras que ndo cresceram puras em agar cromogénico (figura 3) realizou-se
repique das colbnias azul claro em agar chocolate e foram incubadas com atmosfera
de 5% de CO2 a 35-37°C por 24 horas (figura 5). Em seguida realizou-se a
sorogrupagem para confirmacao da espécie, utilizando o Kit SLIDEX® Strepto Plus B
(BIOMERIEUX). Para as amostras cujo crescimento no apresentou nenhuma colonia
sugestiva de SGB em meio cromogénico (figura 5) ainda assim, para as col6nias
azuis, independente das tonalidades, foram repicadas em agar chocolate e incubadas
com atmosfera de 5% de CO2 a 35-37°C por 24 horas. Em seguida, realizou-se a
sorogrupagem para inclusado ou exclusdo da amostra. Uma vez realizada a etapa de
crescimento em meio de cultivo, 34 amostras foram certificadas como SBG e
encaminhadas para determinacéo de sorotipos. O fluxograma dos procedimentos esta

ilustrado na figura 6.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex

O DNA das amostras foi extraido pelo método de fervura conforme

descrito por FAN e colaboradores?3. Apés a extracdo do DNA, foi realizada a PCR
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multiplex, seguindo o protocolo de Imperi e colaboradores?*. Com o volume final de
25 pl, a mistura da PCR continha: 2 mM MgClz, 0,2 mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 250 nM de cada primer direto e reverso, tampao de Taq polimerase 1X (200mM
Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCI), 0,3 U de Taq DNA polimerase e 5 ul do DNA molde.
As amplificacdes foram realizadas em um termociclador programado da seguinte
forma: desnaturagao por 5 minutos a 95° C, seguido de 15 ciclos de 95°C durante 60
segundos, 54°C durante 60 segundos e 72°C por 2 minutos e depois por 25 ciclos
adicionais de 95°C por 60 segundos, 56° C por 60 segundos e 72°C por 2 minutos e
um ciclo final de 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo pela PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose.

Eletroforese em gel de agarose

Para essa etapa, utilizou-se cuba de eletroforese com gel de agarose a 2%
em TAE (Tris, acido acético e EDTA) 1X. O gel foi corado com brometo de etideo e
apos corrida eletroforética foi visualizado no transiluminador UV (L-PIX, Loccus
Biotecnologia). Cada sorotipo foi identificado pela analise do padrdo de duas ou trés
bandas observadas no gel para isso utilizou-se marcador de peso molecular na escala
de 100 bp Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific).

Resisténcia aos antibi6ticos e Sorotipos de SGB

Os fendtipos de resisténcia (cMLSB, iIMLSB e Fendtipo M) para as cepas de
SGB resistentes a eritromicina e/ou clindamicina e a determinacdo dos genes de
resisténcia a eritromicina (ermB, ermTR e mefA) e clindamicina (linB) foram
analisados por Santana e colaboradores® na primeira fase do estudo maior. Essas
informagbes foram utilizadas no presente estudo a fim de relacionar o perfil de

resisténcia aos sorotipos circulantes encontrados.

Analises estatisticas

Face a natureza do estudo, foi realizada analise meramente descritiva das

variaveis com o banco de dados constituido em Microsoft Excel.
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Considerac6es Eticas

O projeto ao qual esse estudo esta vinculado obteve aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Bahia, mediante o nimero de registro
CAAE 58104116.8.0000.5556, sob parecer de niumero 1.736.058.

RESULTADOS

Das 34 amostras analisadas, foi possivel identificar os sorotipos em 28
(82,35%). A figura 7 apresenta alguns resultados dos produtos de amplificacdo da
PCR multiplex, obtidos através da eletroforese em gel de agarose 2%.

O sorotipo la foi 0 mais prevalente representando 44,11% das amostras
(15/34) e o sorotipo IX foi 0 menos prevalente (2,94%,1/34). N&o foram detectados os
sorotipos IlI, IV, V, VI, VIl e VIII. Em 6 amostras (17,64%) nao foi possivel identificar
0s sorotipos e, estas foram consideradas como nédo tipaveis. A figura 8 detalha a

prevaléncia dos sorotipos encontrados nesse estudo.

Em relacdo a resisténcia a antibioticos, cumpre ressaltar que utilizando as
mesmas cepas de SGB aqui analisadas, Santana®® observou resisténcia a
clindamicina em 18,8% destas e resisténcia a eritromicina em 25%, tendo sido
identificados genes mef e da familia erm. Na presente investigacdo, 0s sorotipos
mostraram relacdo com a resisténcia antimicrobiana previamente encontrada. A

tabela 1 demonstra esses achados.

DISCUSSAO

Neste estudo foram detectados os sorotipos la, Ib, Il e IX. O sorotipo la foi 0
mais prevalente correspondendo a 44,11% das cepas. Este resultado esta de acordo
com estudos brasileiros conduzidos em S&o Paulo, Distrito Federal, Rio de Janeiro e

Santa Catarina onde o sorotipo la também foi mais detectado3101%.1226 Corrobora
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ainda com esse achado, os resultados de estudos realizados na Argentina, Africa do

Sul, Quénia e Nigéria onde o sorotipo la também foi 0 mais prevalente?20.27:28.29.30,

Segundo Botelho e colaboradores® o sorotipo la é indicado como o mais
frequente entre os isolados recuperados de casos de colonizagédo ou infecgbes em
individuos de varias idades. Esse sorotipo também foi considerado o mais prevalente
em doenca materna nos Estados Unidos, Reino Unido e Franca e, 0 que mais contribui
para a doenca de inicio precoce em neonatos?. Na mesma direcdo, Lo e
colaboradores®! observaram que o sorotipo la foi responsavel pela maioria dos casos

de doenca de inicio precoce em neonatos de Taiwan.

Na China, Zhu e colaboradores®? demonstraram entre as caracteristicas
clinicas de neonatos infectados com o sorotipo la a existéncia de febre, desconforto
respiratorio, convulsdo, pneumonia, sepse, meningite purulenta e chogue séptico, com
taxa de mortalidade de 28,57%. Lo e colaboradores3! e Nascimento!®; apontam que
os fatores de viruléncia desse sorotipo ainda ndo séo totalmente compreendidos,

sendo necessarios mais estudos para esclarecimentos.

Nesse estudo, o sorotipo Ib foi o segundo mais prevalente (26,47%),
divergindo de resultados encontrados em outros estudos nacionais que apresentaram
uma variagcdo menor na prevaléncia, alternando entre 1,5% a 18,7%%33. Alguns
estudos tem apontado o sorotipo Ib apenas como colonizadores em gestantes, sem
relacdo com casos de doenca neonatal®®3* Por outro lado, esse sorotipo ja foi
observado ocasionando doencas em neonatos®®%. Kao e colaboradores®’
observaram que neonatos com doencas pelo sorotipo Ib apresentaram manifestacoes
clinicas mais graves quando comparado a outros sorotipos e taxa de mortalidade de
33,3%.

Identificado em 8,82% das amostras, o sorotipo Il foi o terceiro mais prevalente
no presente estudo, concordando com uma prevaléncia mais reduzida como relatado
em estudos nacionais realizados em S&o Paulo (7%) e Santa Catarina (1,5%)*12. Por
outro lado, divergindo desse achado, na EtiOpia, esse tipo capsular foi o mais
prevalente, representando 41,5% a 68,8% das cepas3®3,

Neste estudo apenas uma cepa sorotipo IX (2,94%) foi identificada e esta de

acordo com os resultados obtidos em estudos realizados em Londrina e Sao Paulo,
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onde esse sorotipo também foi um dos menos prevalente, variando entre 1,2% e
2,27% 1926, Esse achado também apresentou semelhanga com os de outros paises
como Noruega (2,68%), Marrocos (3%), Espanha (3,2%) e Argentina (4%) que
demonstraram menor frequéncia do IX 20404L42  Descrito em 2007 por Slotved e
colaboradores*, trata-se do sorotipo mais recente e foi proposto que pode ter evoluido
como resultado de mutacao e/ou recombinacao entre os sorotipos Ib, V e/ou IV. Em
contraste, estudo realizado em Gana foi detectado como o segundo mais dominante,
chegando a 32,1% dos isolados*. De acordo com Takahara e colaboradores*® ha
pouco conhecimento sobre as caracteristicas clinicas, espectro e progndsticos da
infeccdo por esse sorotipo. Segundo Feuerschuette!! esse sorotipo é considerado um
dos menos virulentos e de menor importancia clinica, mas poucos estudos

investigaram sua epidemiologia e prevaléncia.

Conforme Bobadilla e colaboradores?’, a gravidade da doenca neonatal é
determinada pelo sorotipo capsular e também por fatores de viruléncia como as
protéinas de superficie Ca, Rib, proteina de ligacdo a laminina (Imb), HylB, enzima
Cha peptidase e fator CAMP. Analisando amostras vaginal/retal de gestantes
argentinas, os autores identificarm como mais prevalentes os sorotipos la, Ib, [l e lll e
a analise de 9 genes de viruléncia apontou a associagdo entre sorotipos e genes
bac, cyIB, rib e Imb, indicando que esses genes néo apresentam distribuicdo uniforme
entre os sorotipos. No Brasil, Nascimento'® verificou que genes de viruléncia foram
encontrados entre os sorotipos mais comuns (la, Ib, I, Il e V), considerando-os como
potencialmente patogénicos. No presente estudo ndo foram investigados genes
associados a viruléncia. Salienta-se a necessidade derealizacdo de estudos com
estudo futuro, tendo como foco essa abordagem, para maior compreensdo dos
mecanismos de agressao do SGB. Cumpre ressaltar que 79,4% das cepas circulantes
no municipio refere-se aos sorotipos la e Ib, estando incluidos entre os ja descritos

como mais virulentos.

Para 6 isolados analisados nesse estudo n&o foi possivel determinar o
sorotipo capsular (17,64%). Cepas nao tipaveis (NT) ja foram registrados em estudos
nacionais com ocorréncia de 12,1% a 27,45%, no Rio de Janeiro e 6,82% em Sé&o
Paulo'?1946, Segundo Furfaro e colaboradores? sdo considerados NT os isolados que
nao representam nenhum dos sorotipos definidos. Segundo esses autores néo é

possivel afirmar se tal resultado é proveniente da especificidade da técnica utilizada
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ou se tais isolados constituem novos sorotipos. Por outro lado, a perda do locus
capsular, conforme observado por Creti e colaboradores*’, e a perda de expresséo da
capsula em SBG, promovida por mutacdes que inativavam a sintese da capsula ou
que levam a cddons de parada nos genes cps, foram indicados como possibilidades

de contribuicdo significativa para a inclusdo de cepas na categoria nao tipificavel*.

Cepas nao tipaveis também foram encontradas no Canada. Os pesquisadores
encontraram seis cepas NT (5,8%) e conseguiram identificar, através do
sequenciamento completo do genoma (WGS), mutagbes em um ou mais genes do
loci cps, além de mutacdes pontuais e inser¢des/delecbes que resultaram na abolicao
da expressdo da capsula*®. Em outros paises como Japdo, a prevaléncia de cepas
NT foi de 22%; na Italia 16,3%; na China 2,7%; na Australia 2,5% e; na Espanha
0,6%0%1.5051,5253  Ressalta-se que existe uma prespectiva futura de realizacdo de
sequenciamento das cepas analisadas no presente estudo como finalizagéo do estudo

maior ao qual este escrito encontra-se relacionado.

Embora os demais sorotipos ndo tenham sido identificados, ja& foram
documentados em estudos com gestantes brasileiras de outras regides. Para o 1l ja
foram detectadas prevaléncia variando entre 6,8% a 39,39%; IV 1,7% a 3,7%; V 9,1%
a 20%; VI 4%; VIl e VIl 0,7%. 1011124654 Em outros paises como China, por exemplo,
estudos apresentaram o Ill como o sorotipo mais frequentemente identificado em
gestantes®? e em doencas invasivas em neonatos com sepse e pneumonia, para 0s
casos de doenca de inicio precoce e meningite purulenta para as de inicio tardio®®.
Uma revisdo sistematica demonstrou que na América do Sul e Sudeste Asiatico houve

prevaléncia mais baixa deste sorotipo nas gestantes®®.

Diversas investigacdes tém demonstrado que os sorotipos mais prevalentes
e mais infectantes correspondem aos sorotipos la, Ib, II-V e estdo envolvidos em
doencas, correspondendo a maioria dos casos em todo o mundo 3457, Os sorotipos VI
— IX s830 mais comuns na Asia®®8. Em Taiwan, o sorotipo VI foi o principal em
neonatos com doencas de inicio precoce e em gestantes colonizadas, emergindo
como um importante patégeno invasivo®6. Na Coréia do Sul, o sorotipo mais comum

foi o lll, seguido pelo V, la, Ib e VI,

No Brasil, na cidade de Campinas (SP), Fiolo e colaboradores®® analisaram

amostras provenientes de sangue e liquor de neonatos com sepse neonatal precoce,



77

meningite associada a sepse precoce e infeccao tardia (conjuntivite purulenta, sepse
e pneumonia). Nesse estudo, foram identificados os sorotipos Ia, Ill e V.

Evangelista e Freitas®® descreveram casos de neonatos internados , por SGB,
internados em unidade publica de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) de Brasilia
apresentando dificuldade respiratoria e sepse por SGB. A taxa de mortalidade foi de
62,5%, e nenhuma das maes havia sido rastreada para SGB, embora houvesse um
bom numero de consultas pré-natais. Dois anos apds a realizacdo deste estudo,
Freitas e Romero®! realizaram uma nova investigacdo para comparar o anterior apos
a implementacéo da profilaxia antibidtica intraparto e identificaram a inexisténcia de

casos de infeccdo ocasionada por SGB em neonatos.

Além do rastreio e profilaxia, Metcalf e colaboradores®” apontam que a
caracterizacdo dos sorotipos capsulares e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana
sdo os dois parametros mais relevantes da vigilancia do SGB, pois permitem avaliar
a distribuicdo dos sorotipos e o perfil de sensibilidade, auxiliando na orientacdo do
tratamento e na prevencao de doencgas por este agente. A penicilina permanece eficaz
e sendo a primeira linha para tratamento de infec¢des pelo SGB e embora ja tenham
sido relatada sensibilidade reduzida a este farmaco, menos de 1% das cepas séo
consideradas resistentes. Fazendo uso de teste fenotipico, Santana®® observou
apenas 1 isolado de SGB resistente a penicilina (3,1%), mas reinterou a necessidade
de confirmacdo desse achado mediante estudo genotipico. Cepas resistente a

penicilina ja foram identificados como sendo dos sorotipos la, Ill e V343863,

No presente estudo foi verificado que as cepas resistentes a clindamicina e
eritromicina, antibiéticos alternativos para pacientes alérgicos a penicilina, pertenciam
aos sorotipos la e Ib. As cepas do sorotipo la carreavam o gene mefA, mas também
foi observada uma cepa apresentando concomitantemente os genes mefA e ermB. O
gene ermB foi encontrado em uma cepa do sorotipo Ib. Estudos brasileiros ja
identificaram a resisténcia a clindamicina e/ou eritromicina em isolados dos sorotipos
la, Ib, I, 1lI, V, VIII e IX31119 No cenério internacional, Nabavinia e colaboradores®*
identificaram que cepas do sorotipo Il eram resistentes a eritromicina e cepas dos
sorotipos la e Il eram resistentes a clindamicina. Os autores apresentaram uma
correlacdo entre o gene ermB e o0s sorotipos la, Ib, I, 1l e V. Mohamed e

colaboradores®® verificaram que a resisténcia a eritromicina e clindamicina foi restrita



78

aos sorotipos la, Ill e V entre os isolados de gestantes. Todos esses dados apontam
para a necessidade de vigilancia continua quanto a resisténcia aos antibioticos a fim

de que sejam tomadas medidas acertadas na escolha da antibioticoterapia.

Uma revisdo sisteméatica e meta-andlise realizada por Edmond e
colaboradores®® demonstrou que o SGB permanecia como uma das principais causas
de morbimortalidade em neonatos na Europa, Américas e Australia. Genovese e
colaboradores®! consideraram que, anualmente, o SGB é responsavel por 114.000 a
204.000 casos invasivos e 147.000 natimortos e mortes infantis mundialmente. Lopez
e colaboradores?® reforcam que a carga real de infecgcdes por SGB em neonatos é,
provavelmente, subestimada, pois alguns casos ndo sao diagnosticados

adequadamente.

Dutra e colaboradores®® ressaltaram que mesmo com o impacto clinico e
epidemioldgico das infec¢cdes por SGB, os dados dos isolados no Brasil séo
fragmentados e representativos de apenas algumas areas. Battistin e colaboradores®’
complementaram que os dados brasileiros ndo sdo bem conhecidos em virtude da
auséncia de um programa de vigilancia especifico para controle e registro dos casos,
principalmente considerando os contextos locais. Destaca-se que o monitoramento
continuo, inclusive da prevaléncia de sorotipos, € essencial para orientar estratégias

de prevencéo eficazes®®.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo apresenta os primeiros dados de distribuicdo e prevaléncia e
distribuicdo de sorotipos de SGB no municipio de Vitéria da Conquista-BA. Os
achados foram concordantes com relatos brasileiros e internacionais. Os resultados
do presente estudo chama atencédo por demonstara a circulacdo de 3 dos 5 sorotipos
de SGB considerados como mais virulentos e responsaveis por complicacdes em
gestantes e doencas invasivas em neonatos (la, Ib e Il). Considera-se genericamente
gue 1-2% dos neonatos nascidos de mées colonizadas pelo SGB desenvolvem
doencas de inicio precoce. Entretanto, conforme identificado no presente estudo,

79,4% das cepas circulantes na regido fazem parte das que apresentam maior
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potencial invasivo. Dessa forma, existe a possibilidade desse percentual ser maior e
um numero consideravel de neonatos desenvolverem a doenca. Além disso, essa
estimativa nédo inclui os casos de doencas de inicio tardio pelo SGB que 0s sorotipos

identificados apresentam capacidade de desencadear.

Considerando que a doenca neonatal precoce implica no aumento do
namero de dias de internacdo, de leitos de Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
ocupados e dos gastos com insumos e materiais, € possivel considerar que os gastos
com a politica de rastreamento seja muito significativo®. No Brasil, faltam estimativas
confiaveis sobre gastos com tratamento de neonatos infectados pelo SGB e dos
tratamentos de suas sequelas®. Santana®® estimou que rastrear todas as gestantes
do municipio de Vitéria da Conquista-BA, por um periodo de um ano, geraria um custo
muito inferior ao necessério para a manutencao dos neonatos na UTI. Dessa forma, é
de grande relevancia que os gestores locais avaliem a implementacdo de um
programa de rastreio para SGB em gestante com vistas a evitar a morbimortalidade
neonatal, bem como para melhor disponibilizacdo de leito neonatal para causas nao
evitaveis e diminuigcdo de custos em saude, além de preservar vidas e salude materno-

fetal.

Os resultados desse trabalho soma-se aos ja publicados por Santana e
colaboradores'® e Oliveira e colaboradores!* em delineamento voltado a investigacédo
e proposicdo de estratégias de enfrentamento ao SGB no municipio, fornecendo
achados importantes relacionados ao microrganismo e doenca, subsidiando a
implementacdo de estratégias de rastreio, vigilancia dos sorotipos circulantes e

adocao de medidas de prevencao eficazes frente ao SGB.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura 1- Amostras de SG Figura 2 —Colonias de SGB em
incubadas em Tood-Hewitt. agar cromogénico.

Figura 4- Colbnias de SGB em

Figura 3- Col6nias de SGB (azul i
agar chocolate.

claro) e colbnias sugestivas de
Enterococcus Ssp. (azul
turquesa) em agar cromogeénico.

Figura 5- Colbnias sugestivas
de Enterococcus ssp. em agar
cromogénico.
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Figura 6 — Fluxograma de procedimentos
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 2% para os
sorotipos de SGB. Colunas 1-8 (Amostras das
gestantes). Coluna 9 (Controle negativo). Coluna 10:

Marcador de peso molecular (100kb).

88



89

Figura 8 - Prevaléncia de sorotipos de SGB e resisténcia aos antibioticos

B Sorotipo 1a
© Sorotipo b
u Mao tipavel
u Sorortipo 1l
u Sorotipo 1%

i
Eritromic™

]
A
Clindar'®

Tabela 1. Resisténcia antimicrobiana entre os sorotipos de SGB.

ID das Eritromicina Clindamicina Fenotipo Genes Sorotipo
Amostras
32 Resistente Resistente cMLSB mefA, la
ermB

79 Intermediario Resistente cMLSB mefA la
98 Intermediario Sensivel M mefA la
128 Resistente Resistente cMLSB ermB NT*
136 Resistente Resistente cMLSB ermTR *x
174 Resistente Sensivel M mefA la
177 Resistente Resistente cMLSB ermB NT*
209 Resistente Resistente cMLSB ermB Ib

Fonte: Adaptada de Santana (2018)

*N&o tipavel

*Amostra ndo incluida na sorotipagem, pois foi inviabilizada em virtude de contaminag&o.
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ANEXO 1

Cep L cres INSTITUTO MULTIDISCIPLINAR

EM SAUDE-UEBA-CAMPUS W

o e I | humanos ANISIO TEIXEIRA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: Streptococcus agalactias: prevaléncia, perfil de sensibilidade. & comparagio de
métodos para identificagio, em cepas isoladas de gestantes atendidas nas unidades
basicas de saude de Vitdria da Conguista ; BA.

Pesquisador: Marcic Vasconcelos Oliveira

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 53104116.8.0000.5556

Instituigdo Proponente: Instituto Multidisciplinar em Sadde-Campus Anisio Teixeira

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
DADDS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.738.058

Apresentagio do Projeto:

O projeto de pesquisa “Streptococcus agalactiae: prevaléncia, perfil de sensibilidade, & comparagao de
métodos para identificagdo, em cepas iscladas de gestantes atendidas nas unidades basicas de salde de
Vitoria da Conquista — BA”, foi proposto pelo Prof. da UFBA Marcio Vasconcelos Oliveira, também fazendo
parte da equipe: Claudio Lima Souza, Fabricia Almeida Femandes Santana, Isabela Roseno Guimaraes,
Tais Andrade Vian & Thamilles de Sousa Silveira Dias. O objetive geral do estudo consiste em "Estimar a
prevaléncia de colonizagio e avaliar o perfil de sensibilidade de Streptococcus agalactias em gestantes
atendidas no pré-natal de unidades basicas de salde de Vitoria da Conguista, utilizando um estudo
comparativo de metodologias para, isolamento e identificagdo do EGB™. Trata-se de um estudo transversal
quantitative, a ser realizado em unidades basicas de sadde do municipio de Vitdria da Conguista. A
populagdo a ser estudada sera de (209) gestantes de 32 a 40 semanas em acompanhamento pré-natal,
provenientes de 08 Unidades (urbanas) de salde do municipio. & intervengdo junto as pacientes consistird
(i} da leitura do TCLE (pelo médico ou enfermeira da unidade responsavel pelo programa pré-natal), (i)
coleta da assinatura (do mesmao), (i} aplicagde de um questionario, & (iv) coleta da amostra biologica (Gnico
swab vaginalretal; a ser realizada pelos profissionais responsaveis pelo atendiments no pré-natal durante

as consultas). Estas

Enderego: RID DE COMTAS, 58 Qd. 17, Lote 55

Balmo: CANDEIAS CEP: 45.029-054
UF: BA Municiplo: VITORIA DA CONQUISTA
Talefone: (77)3429-2720 E-mall: cepims{dutba.br
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" ANISIO TEIXEIRA

Corfinuacio do Farscer: 1.736.058

amosiras serdc encaminhadas para processamentio no Laboratério de Analises Clinicas da UFBA
(IMZ/CAT}. Como metodologia de processamento das amostras o estudo coloca gue inicialmente os
matérias de swab serdo colocados para crescer; se houver crescimento, serdo testados para identificagdo
na amestra os estreptococos do grupe B (EGE), (teste CAMP, sorotipagem, caldo Granada e agar
cromaogénica); & havendo identificagio destes, serdo realizados testes de sensibilidade a varios antibioticos
{ampicilina, cefalotina, clindamicina, eritromicina, nitrofurantoina, penicilina). Sera determinada o perfil
genético de sensibilidade antimicrobiana a ertromicita atraves de PCR, seguida de eletroforese. Para o
presente estudo, o banco de dados sera construido em planilhas do pacote Microsoft

Office Excel & as analises estatisticas: descritiva, univariada e multivariada serdo realizadas com o auxilic
do pacote estatistico EPI-INFO. O orgamento do projeto € de RS 62.163,30. Segundo croncgrama de
execugio do projeto “preenchido na plataforma’, a etapa de coleta e processamento das amostras serdo

iniciadas em 15/08/16; o que declaradamente esta condicionade a aprovagio pelo CEP.

Objetivo da Pesquisa:

Segundo o autor, o objetivo geral (primario) do projeto consiste em “Estimar a prevaléncia de colonizagdo e
avaliar o perfil de sensibilidade de Strepiococcus agalactiae em gestantes atendidas mo pré-natal de
unidades basicas de salude de Vitoria da Conguista, utilizande um estudo comparative de metodologias
para, isolamento e identificagio do EGB". Os objetivos especificos (ou secundarios) do estudo, segundo o
pesquisador s8o “1. Avaliar a ocomréncia de colonizagdo por 5. agalactias em gestantes com 32 a 40
semanas de gestacdo atendidas nas unidades basicas de salde. 2. Avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antibioticos das cepas isoladas em amostras coletadas das participantes do estudo. 3. Determinar os seus
fendtipos de resisténcia dos 5. agalacitiae isolados no estudo. 4. Comparar as diferentes metodologias
microbiologicas para identificagio do 5. agalactiae: crescimento em agar cromogeno, teste de CAMP, caldo

(Granada & sorogrupagem, para os microrganismos isclados”.

BAwaliagio dos Riscos e Beneficios:

Como riscos, o projeto cita "0 Unico risco que poderia existir seria a contaminagso do trato genito-urinarioc
das gestantes. Entretanto, para evitar que isso acontega, primeiro sera coletada a amosftra vaginal e
posteriormente retal”.

Como beneficios, foi citado "0 estudo realizara o diagnostice de colonizagdo, além do perfil de sensibilidade

para o EGB nas gestantes, possibilitando o tratamento para aguelas gue

Endersgo: RID DE CONTAS, 58 @d. 17, Lote 55

Balmo: CAMDEIAS CEP: 45 {20034
UF: BA Municiplo:  VITORIA DA CONQUISTA
Telafone: (77)3429-2720 E-mall: cepimsghuma br
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apresentarem positividade e diminuindo os riscos de infecgies nos neonatos. Os resultados serdo
importantes para a realizagio de um protocolo geral de atendimento das gestantes durante o pré-natal nas
unidades basicas de sadde. Com o estudo, serd escolhida a melhor forma de identificagdo do EGB levando
em consideragdo de custo, beneficio e qualidade diagnostica, possibilitando o tratamento das gestantes
baseado na antibicticoterapia utilizande o perfil de sensibilidade microbiana encontrada em cepas de EGB
isoladas da populagdo estudada. Dessa forma este estudo & uma estratégia de intervengdo para a melhoria
das condigies de salde neonatal no municipio de Vitdria da Conquista e regiSo, visio a grande demanda de
gestantes atendidas. A quimioprofilaxia da gestante colonizada diminui o risco de contaminagio do recém-

nascido e, portanto, a morbimortalidade infaniil.”

Comentarios & Consideragbes sobre a Pesquisa:

{5 estreptococos do grupo B (EGB), ou Streplococcus agalactiae, 530 cocos Gram positivos que se
caracterizam por ser a especie que apresenta o antigeno do grupo B de Rebeca Lancefield. Possui grande
relevancia médica em relagdo a infecgdo de neonatos ccasionando quadros de septicemia, pneumcnia e
meningite. Segundo os autores, os dados a serem cbtidos através do presente projeto possibilitario o
embasamento para definigdo de protocolo terapéutico para gestantes e, além disso, podera apontar o
método diagndstico para identificagio do EGB dentro das possibilidades ofertadas pelo sistema de salde do

municipio.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Quanto aos termos de consideragdo obrigatoria, além de preencher o formuléric online foram submetidos os
seguintes arquives: (i) Folha de controle interme {local) do CEP; (i) Folha de rosto (impressa da propria
Flataforma Brasil); (i) Cumiculum Lattes dos participantes da pesquisa; (iv) Declaragdo de paricipagao no
projeto dos participantes da pesquisa; (v) Autorizagdo para Coleta de Dados; e (vi) O Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido (TCLE). Tambeém foi anexado (a Plataforma Brasil) o Projeto (em

separado). Meste, estava incluido questionario a ser aplicado.

Recomendagoes:

Todas as recomendagdes feitas em parecer anterior foram devidamente esclarecidas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mao havendo pendéncias a serem sanadas indico a aprovagdo deste protocolo de pesquisa.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

O coordenador do CEP IMSACAT avaliou & aprovow ad referendum este protocole de pesquisa nio

Enderego: RID DE COMTAS, 568 Qd. 17, Lote 55
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do Projeto ROJETO T20064 pdf 18:38:06
TCLE / Termos de | TCLE_Atualizado docx 19/02/2018 | Marcio Vasconcelas Aneito
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22:54:34 | Qliveira
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22:54:02 | Qliveira
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WotE: O caldo Inoculado BEl COMEarvado enfre
1E5C e 2570 durante 3 horas ames dal

3. Incubar na eshifa a 37 C memm. A
eszoiia 43 Emperdiua e | & @
responsabilldads oo LSESND em ungdo da aplcacdo e
das normas em vigor {2).

4, Efefuar uma repicagem num meEo de Isolamento

destinado 3 :I!tecx_b&] 05 esireplococos  (por
exgmpls  ChromiD™  Siegin B oou gelose
GRAMADA EC].

4. Incubar o melp de lsolamenio em comformidade com
3s reeomendaples Indicadas no folhetn Informative

COmespondente.
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- Peequlsa de MRSA

Consultar o folheto Infonmaivo do chiomiD™ MRSA

LEI'I'LHAEHTERFHEI’A;EG

« Consultar o Tolhat Informative o mels de solamento
LEIZad0.

CONTROLE DE GUALIDADE

Protocoio:

am@eammmmmmma
partr das cepas seguinies:

» SEEQICOCCUS MCTIC 3150,
» Exchanchis ool ATCC® oogon.
Ragultados "
Cepa Resultados 3 35%- 3T°C
CUS
NCTC 5150 Crescmenta 3pds 18 haras
Eschancivg cal
ATCE® psmon Iniblgdn apde 24 horss

E da responsablidade do uswEr ber em conta 3 natureza
da aplcagdo & a legisiagdo local amo vigor pam a
elaboragio oo conimie de qualidads frequencia, n

e estipesicepas, lemperatura e Incubagdo, =io)
LIMITES DO TESTE

» O deservoivimento depende das exigénclas
g2 cada lsno. E portanin possiesd  gue
algumas capas tENdo EXgenclas eepecicas |substrato,

temperatura, atmos'sra de Incubagdo, eic) ndo s
desanoivam.
» Podem-se deEErNOiver agumas CEDEE

Gram |-} resisientes aos amtiokiticos contidas no melo.
COMPORTAMENTO FUMCHINAL

- Pesquiza de Esfreptococos oo grups B
& comporiamento funclonal fol avallado, 3 37C, a parir
de 423 amostras coletadas &M munerss

avidas e fectadas por COMDAMRGAD sequndo o5 2
méindos seguinies.

Caldo o el gie
enriquecimento Isolamento
=T577) Gelnse Coumbla
Netoda 1 Todd-Hewin + 5% de sangue
+ Anfibiotcos d& CAMED
Gelnse Coumbla
Calon Sohasdier ANC + 5% de
Matodo 2 sangue de
CATEinD
A ESENGA 0f SoUepDCICDE 00 Ondpo B jamoeta

postiva), fol defectada em 71 amostas com 06
2 méfodos. O Método 1 permitiu defectar UIMa amosta

poSTivE SUpiSmemar.

Consultar mbem os foihelos Informativos do ChromiD™
SirEpio B = geiose GRANADA

e MRS &
Consufar o foiheso Infamativo chiomin™ MRSA

0 DE RESIDUOS
Bimine 10005 05 Feagenias, assim como 05 materals de
Eilzacko

procedimis [eredLatices
mmmEmMIMMHHMM
resiiuns i

Regios 08 amostras, r&a;entas-emﬂ‘nles ConEhderaios
Coimg nesiduns do Grupo A1 devemn sar coletados em um
reciplents para esie pOpOSID & coiocados em autociave
por 1 hora 3 121°C Jsplucdes que comsnham Ikhia ndo
poddem s2r colocadas na auondave).

Az ambalagens secundanas cotaminadss peln
podutn devem ser fsicaments descarscienzagas e
acondicionadas como Residuo 80 Grupo D, podendo ser
encaminnadas paE  ocEssD o8 redclagem. As
embalagens e materlals CONtaMInados devem  sar
Talados da mesma foma gue @ substEnda que &=
CHTiEMinoL

£ da idade de cada lanorattrio gerr oe
resiiuos @ s sflusntss que este produr consoants & sua
naElreza @ o 52U DErigo, 2 SSSS0Urar (ou Tazsr assequrar)
o tratamento @ 3 eiminagdo em conformidade com 38

requiamentacies aplicvals.

HEFEFtEI'-ICI.ﬁ.E BIBLIOGRAFICAS
EANEN .o CLANE (., BANHETT FF. - Belscter Srofh matum o
rl:ll::lm:!l::l.l:pl:ll:q:'hm:n =opl Moobsol | 1803, vl 8 0"

g, p SB8-EER

L COURTIOL 5, CARSETTA A BOUSSOUGEENT ¥. - infecioss &
aepiccoques dis grouse H (S0HE) - Feillels de Bicioge, B, wol
M, oIS
THANCHAMD 5 — L rfecBess & Shepieoomss sgaisies. — L
letira de Mefectologue, TR, vol T, 2" T

4. Lmbt-—mdmmmn—ﬂmﬂm
wrakdy reprl Frevecion o perineisl group B Sresicooocsl Lssse.
—Augued 18, 00T Wil 51, n* HE-11

= Foue O Higial de s U - Hoomss -Lyon, Fromos —Freseniios of
petineisl Uesup H sheplocoorsl isleciom . Eveluston o 8 maw
chésmogenic madus Sxepio B 10.

GARANTLE LIMITADA

A biohiEreuy gasmie 0 dessmpenho oo prods paa o

wmy a0 Al s desiE desde Que fooas s

proceqimentos 08 LSO, amaenamento & manuseld, &
ialidade (quando apicavel] & a5 | 5 5aEm
cumpridos  estfamente  confome  defdhado  nas

1 de s (IDL.

COMomE  EXpYESSIMSnts  predsic acma, &
biokireuy [senis-se de qualsquer garanfias, Incuindo
queiquer gaRntis IMpicta Quania Ao Cardter comevsial e
3 S0EQUSTE0 3 UM Propasio OU W50 especiico, @ isenia-
= de q..alquer responsatiidade, oirefs, indvets ou

Uer us0 &g SOTWE'E,
vels [0 SiEema) gue ndo o
Emmmmsmmm
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